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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce se zabývá stanovením vitamínu B6 v nápojích, potravinových 
doplňcích a surovinách potravinářského průmyslu. 
V literární části jsou shromáţděné obecné informace o vitamínech, vitamínu B6, kyselině 
nikotinové a vitamínu B1. Dále se literární část  věnuje principu vysokoučinné  kapalinové 
chromatografii a stanovení jednotlivých vitamínů. 
V experimentální části jsou uvedeny pouţívané pomůcky, přístroje a chemikálie. Je zde 
popsána příprava jednotlivých vzorků potravinových doplňků, iontových nápojů, 
multivitaminových nápojů, piv a sladů. Tato kapitola také obsahuje informace o 
chromatografických separačních systémech Shimadzu a SpectraSystem. Stanovení bylo 
provedeno vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií na reverzní fázi s gradientovou elucí a 
dvěmi způsoby detekce, fluorescenční a spektrofotometrickou. 
V další kapitole jsou prezentovány výsledky experimentální činnosti obsah vitamínů 
v analyzovaných vzorcích. 
V závěrečné části jsou zhodnoceny výsledky experimentální činnosti. 
Diplomová práce byla naměřena v laboratoři Ústavu chemie potravin a biotechnologií  
Fakulty chemické VUT v Brně. 
ABSTRACT 
This master‘s thesis deals with quantification of vitamin B6 in beverages, food supplements 
and raw materials in food industry.  
The literature retrieval part summarizes general information about vitamines, vitamine B6, 
nicotine acid and vitamine B1. Further on in this part there is described principle of high 
pressure liquid chromatography and quantification of individual vitamines.  
In the experimental there are listed used tools, apparatus and chemicals. There is described 
preparation of idividual samples of food supplements, energy drinks, multivitamine drinks, 
beers and brewer’s malts. This chapter also contains information about chromatographic 
separatory systems Shimadzu and SpectraSystem. The quantification was performed by high 
pressure liquid chromatography on a reverse phase with gradient elution and two ways of 
detection, fluorescent and spectrofotmetric.  
The result of experimental activities and vitamine content in analysed samples are 
presented in the next chapter.  
In the final contains summarization of results obtained in experimental part.  
The maser’s thesis was measured in the laboratory of Institute of Food Science and 
Biotechnology, Faculty of Chemistry, Brno University of Technology. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
vitamíny, pyridoxin, potravinové doplňky, nápoje, slad, HPLC 
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1 ÚVOD 
Lidský organismus potřebuje ke svému správnému vývoji, růstu a činnosti vyváţenou 
stravu. Kromě dostatečného mnoţství základních ţivin (bílkoviny, sacharidy a tuky) 
organismus potřebuje malé mnoţství dalších nepostradatelných látek. Tyto nezbytné látky 
nazýváme  esenciální faktory výţivy, mezi ně patří skupina látek označována jako vitamíny.  
Vitamíny jsou nenahraditelné pro správnou funkci lidského těla, proto se sleduje jejich 
obsah nejen ve výsledných produktech potravinářského průmyslu, ale jiţ i v surovinách.  
Diplomová práce je zaměřena na pyridoxin a další vitamíny skupiny B . Jsou to vitamíny 
rozpustné ve vodě, nezbytné pro správné fungování metabolismu bílkovin. Podrobněji jsou 
v práci rozpracovány  pyridoxin, thiamin a kyselina nikotinová. 
Pyridoxin a ostatní vitamíny skupiny B jsou v malé míře syntetizovány střevní 
mikroflórou, to ale nestačí na pokrytí potřeb lidského organismu, proto musíme vitamíny 
přijímat potravou. Na českém trhu je dostatek výrobků fortifikovaných vitamíny i dostatek 
potravin přirozeně vitamíny obsahujících. 
Pro kontrolu mnoţství vitamínů v potravinách se pouţívají nejrůznější analytické metody. 
Jednou z nejúčinnějších je kapalinová chromatografie.  
Jednou moţností jsou analýzy jednotlivých vitamínů -   Ale ekonomičtější je spojit analýzu 
několika vitamínů dohromady. Zavedení a posouzení efektivnosti takové násobné analýzy tří 
vitamínů skupiny B je věnována tato diplomová práce. 
Jelikoţ nápoje obecně a pivo zvláště jsou v České republice hojně konzumovány, proto má 
sledování vitamínů v těchto komoditách   praktický význam.  
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2  TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 VITAMÍNY 
Vitamíny jsou rozmanité organické sloučeniny s různou strukturou, biologickou aktivitou 
a chemickými vlastnostmi.[1]  
Heterotrofní organismy je syntetizují jen v omezené míře a získávají je jako exogenní látky 
především potravou a některé z nich prostřednictvím střevní mikroflóry. Vitamíny jsou 
v určitém minimálním mnoţství nezbytné pro látkovou přeměnu a regulaci metabolismu 
člověka. Nejsou zdrojem energie, ani stavebním materiálem, ale vesměs mají funkci jako 
součást katalyzátorů biochemických reakcí a proto bývají často označovány jako exogenní 
esenciální biokatalyzátory.[2] 
Funkce hydrofilních vitamínů spočívá v katalytickém účinku, neboť se vesměs uplatňují 
jako kofaktory různých enzymů v metabolismu nukleových kyselin, bílkovin, sacharidů, tuků 
a dalších látek.[2] 
V tuku rozpustné vitamíny mají jiné funkce. Vitamín A1 (retinol) se uplatňuje  
v biochemických reakcích zrakového vjemu, provitamín A (β-karoten) funguje také jako 
antioxidant.[2] 
Antivitamíny jsou látky, které sniţují nebo úplně ruší účinek vitamínů (působí jako jejich 
antagonisté). 
 Podle způsobu účinku je moţné antivitamíny rozdělit do tří skupin. Do první skupiny patří 
enzymy rozkládající vitamíny. V ţivých systémech se vyskytuje celá řada enzymů, které 
katalyzují další přeměny látek povahy vitamínu, přičemţ některé procesy mohou vést za 
určitých podmínek k částečné nebo úplné destrukci vitamínového účinku. Většinou jde o 
oxidační děje nebo o štěpení  na jiţ neúčinné sloţky. Do druhé skupiny řadíme látky tvořící 
s vitamíny nevyuţitelné komplexy. V poslední skupině jsou látky strukturně podobné 
vitamínům nebo jejich aktivním součástem. Mohou zaujmout místo vitamínů v biologických 
systémech, nejsou tam však schopny plnit úlohu vitamínů. Z kinetického hlediska jde tedy 
vlastně o kompetitivní inhibitory, jejichţ účinek můţe být zrušen přebytkem příslušného 
vitamínu.[3] 
2.1.1 VITAMÍNOVÉ DEFICITY 
Mezi základní fyziologické faktory, ovlivňující potřebu vitamínů moţno zařadit: věk, 
pohlaví, pracovní vytíţení, ţivotní styl.[4]   
Při nedostatku vitamínů dojde po určité době k vyčerpání jeho zásob v organismu. Mírnější 
stupeň deficitu označujeme jako hypovitaminosu, těţší stupeň jako avitaminosu. Tyto stavy se 
projevují obecnými nespecifickými příznaky (např. zpomalení nebo zastavení růstu, pokles 
váhy, sníţení výkonnosti, celková slabost, sníţení odolnosti k infekcím a jiným škodlivým 
vlivům) a příznaky specifickými, které jsou charakteristické pro kaţdý jednotlivý vitamín.[5]  
U lipofilních vitamínů, zejména A a D, se můţeme také setkat s nadměrným příjmem – 
s hypervitaminosou, která vyvolává poruchy biochemických procesů a můţe vést k těţkým 
onemocněním.[2] 
 Otázka, kolik kaţdého vitamínu člověk  potřebuje, je teoreticky  i prakticky neobyčejně 
důleţitá pro kontrolu a plánování výţivy a zejména pro prevenci karenčních stavů. Základem 
potřeby jsou ochranné dávky, tj. mnoţství, které stačí zabránit vzniku příslušné 
antivitaminosy. Tyto dávky jsou ovšem minimální. Optimální mnoţství, které nejen zabrání 
objevení chorobných příznaků, ale zaručuje také optimální vývoj, optimální výkonnost a 
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přiměřenou odolnost vůči škodlivým vlivům vnějšího prostředí, je vyšší. Potřeby hlavních 
vitamínů jsou udávány ve vyspělých zemích normami. Normy ukazují, jak se mění potřeba 
vitamínů v závislosti na věku, velikosti těla, popř. kalorickém výdeji a na některých jiných 
činitelích (kojení, těhotenství). Potřeba jednotlivých vitamínů se pohybuje u člověka v 
širokém rozmezí od několika mikrogramů aţ po sto miligramů a více, většinou však 
v rozmezí několika miligramů na osobu na den. Fyziologickou potřebu vitamínů nelze však  
plně vystihnout jednoduchým číslem nebo souborem čísel, neboť závisí na řadě činitelů 
vnějšího a vnitřního prostředí. Jedním z moţných činitelů jsou i poruchy trávení. U zdravého 
jedince se vitamíny ve střevě dobře vstřebávají. Po resekci většího úseku tenkého střeva  a při 
některých chorobách trávicího ústrojí můţe však být vstřebávání vitamínů  i při jejich 
dostatečném obsahu v potravě sníţeno. Vitamíny rozpustné v tucích potřebují ke svému 
vstřebávání ţluč. Vstřebávají se totiţ zároveň s tuky,  kdyţ je vstřebávání tuku přerušeno 
vázne i vstřebávání těchto vitamínů.[5] 
2.1.2 VÝSKYT A STABILITA 
Významnými zdroji vitamínů jsou především základní potraviny jako je maso a masné 
výrobky, mléko a mléčné výrobky, vejce (zvláště ţloutek), chléb a jiné cereální výrobky, 
ovoce a zelenina. Některé potraviny mohou mít vysoký aţ extrémně vysoký obsah vitamínů 
(např. šípky vitamínu C), ale konzumují se nepravidelně nebo výjimečně a jako zdroj 
vitamínů nemají proto u většiny populace velký význam. Jiné vitamíny jsou omezeny pouze 
na určitou skupinu potravin (např. korinoidy se vyskytují pouze v potravinách ţivočišného 
původu). Obsah vitamínů v potravinách ovlivňuje kromě genetických předpokladů  daného 
organismu mnoho dalších faktorů. U potravin ţivočišného původu závisí obsah vitamínů 
hlavně na způsobu skladování a zpracování suroviny. U potravin rostlinného původu je 
významný zejména stupeň zralosti, klimatické podmínky během růstu, především mnoţství 
sráţek, hnojení, posklizňové skladování a zpracování. Vitamíny obecně patří mezi velmi 
labilní sloţky potravin. Během technologického zpracování i kulinární úpravy dochází u 
většiny vitamínů k větším či menším ztrátám, z tohoto důvodu se vitamíny povaţují  za 
indikátory pouţití správných a šetrných technologických a kulinárních postupů. U vitamínů 
rozpustných ve vodě dochází během technologického a kulinárního zpracování ve většině 
případů k největším ztrátám výluhem, u vitamínů rozpustných  v tucích jsou největší ztráty 
způsobeny oxidací. Stabilita jednotlivých forem vitamínů je různá a závisí na vnějších 
faktorech i na konkrétní potravině a na pouţité technologii. Vitamíny se dnes 
v potravinářském průmyslu pouţívají k obohacování mnoha výrobků k tzv. restituci a 
fortifikaci potravin. Restitucí se rozumí doplnění jejich obsahu na původní hladiny v surovině, 
fortifikace je obohacení na koncentrace vyšší, potřebné z fyziologických či jiných důvodů. 
Některé vitamíny se průmyslově vyuţívají jako přirozená barviva a jako antioxidanty.[2]  
2.2 B – KOMPLEX 
B-komplex je souhrnné označení pro vitamíny skupiny B. Jsou to ve vodě rozpustné 
vitamíny, nezbytné pro správné fungování metabolismu. Hlavním zdrojem vitamínu skupiny 
B jsou kvasnice, maso sýry, celozrnné obiloviny, luštěniny a ořechy. 
Mezi vitamíny skupiny B patří: B1 - thiamin, B2 – riboflavin, B3 – niacin, B5 – kyselina 
panthenová, B6 - pyridoxin, B7 – biotin, B9 - kyselina listová, B12 – kobalamin.[2] 
Kaţdý z uvedených  vitamínů skupiny B má svoje osobité vlastnosti i funkci v lidském 
organismu. Vitamíny skupiny B pracují společně a mnohé z nich se nacházejí ve stejných 
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potravinách.Vitamíny skupiny B jsou koenzymy, které funkčně zasahují téměř do všech částí 
lidského organismu: např. jsou nenahraditelné v zabezpečení dobré funkce nervové soustavy, 
funkce jater, gastrointestinálního traktu, nebo dobrého stavu kůţe, vlasů, očí i ústní sliznice. 
Doporučená denní dávka vitamínů B-komplexu se udává v rozmezí 25 aţ 300 mg. 
Přirozeně se  vitamíny skupiny B nacházejí v potravinách rostlinného i ţivočišného původu. 
Významným zdrojem  jsou hlavně základní potraviny ( mléko, maso, vejce, chleba). Trvale 
nízký příjem některého z vitamínů B-komplexu, např. biotinu, kyseliny listové a vitamínu B12, 
můţe způsobit problémy v proteosyntéze .Dále je známé, ţe nedostatek kyseliny listové u 
mladých ţen – potencionálních matek, ale i  u těhotných ţen, znamená zdravotní riziko, pro 
samotnou ţenu, ale i pro dítě v prenatálním období. Úvahy o moţné toxicitě z vyšších dávek 
vitamínů skupiny B jsou jen v teoretické rovině. V praxi není toxický účinek známý.[42] 
2.2.1 PYRIDOXIN 
2.2.1.1 STRUKTURA A NÁZVOSLOVÍ 
K izolaci vitamínu B6 v krystalické formě došlo v roce 1938, kdy byl nově pojmenován 
jako pyridoxin. V dalších srovnávacích studiích byly na základě biologických, 
mikrobiologických a chemických testů rozlišeny jednotlivé sloţky pyridoxinové triády. 
Vitamín B6 je ve vodě rozpustný.[6,7]  
Názvem pyridoxin nebo také vitamín B6 se označují tři strukturně příbuzné, biologicky 
aktivní deriváty 3-hydroxy-5-hydroxymethyl-2-methylpyridinu lišící se substitucí v poloze 4 
pyrimidinového kruhu  a tři příslušné fosfáty. Hydroxylmethylderivát, 3-hydroxy-
4,5bis(hydroxymethyl)-2-methylpyridin se nazývá pyridoxol, formylderivát se nazývá 
pyridoxal a aminomethylderivát se nazývá pyridoxamin . Název pyridoxin je pouţíván pro 
všechny biologicky aktivní látky jako synonymum názvu B6.[2] 
A)                                               B)                                             C) 
 
 
      
Obrázek č.1: Struktura triády vitamínu B6  a) pyridoxol, b) pyridoxal, c) pyridoxamin [8] 
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2.2.1.2 FYZIKÁLNÍ A CHEMICKÉ VLASTNOSTI PYRIDOXINU 
Vitamín B6 resp. jeho vitamery, tvoří za pokojové teploty bezbarvé krystalky. Ty jsou 
rozpustné ve vodě, slabě rozpustné v ethanolu a nerozpustné nebo těţko rozpustné 
v chloroformu. Vitamery jsou stabilní v suché formě a nebo v roztoku.[9] 
Pyridoxol je v kyselé a neutrální oblasti pH poměrně stabilní, zatímco  pyridoxamin a 
pyridoxal podléhají zkáze. V neutrálním a alkalickém prostředí dochází  k destrukcí 
pyridoxalu také vlivem světla. Všeobecně je však pyridoxinová triáda při tepelném 
opracování poměrně stabilní a ani působením vzdušného kyslíku nedochází k jejímu 
výraznému rozkladu.[1] 
Biologický účinek vitamínu B6 je velmi přísně podmíněný  jeho strukturou. Látky 
pyridoxinové triády se účastní metabolismu jako kofaktory (koenzymy). základní formou je 
pyridoxal-5-fosfát. Počet enzymů, o nichţ je známo, ţe vyţadují pyridoxal-5- fosfát, je více 
neţ 60 a téměř všechny jsou důleţité pro metabolismus aminokyselin. Účastní se reakcí jako 
jsou  transaminace,  racemizace, dekarboxylace odbourávání, syntéza. Na pyridoxal-5- fosfátu  
jsou také závislé transport aminokyselin do buněk, důleţité chemické reakce v nervovém 
systému a mozku, syntéza prekurzoru hemu či účast v metabolismu sacharidů, jako součást 
fosforylázy katalyzující odbourávání glykogenu v játrech na glukozu. Pyridoxalfosfát je 
příkladem toho, jak jediný kofaktor dovede vazbou na různé bílkovinné struktury katalyzovat 
zcela odlišné reakce[1,2] 
V ţivočišných tkáních a rostlinných pletivech jsou také rozšířeny pyridoxamin-5-fosfát a 
pyridoxol-5-fosfát. U pyridoxalu a pyridoxaminu a jejich fosfátu existuje moţnost vzájemné 
konverze transaminací a všechny formy vitamínu proto vykazují stejnou biologickou aktivitu. 
Biochemické vyuţití  vitamínu v organismu ruší látky reagující s karbonylovou skupinou 
pyridoxalu. Z přirozených látek mohou jako antivitaminy vystupovat některé metabolity 
tryptofanu, hydraziny a hydroxylaminy, jejichţ reakcí  vznikají příslušné hydrazony a oximy, 
které jsou nevyuţitelné. Málo vyuţitelné nebo nevyuţitelné jsou také některé produkty reakce 
pyridoxalu s aminokyselinami. Mezi antagonisty vitamínu B6 patří například aminokyselina 
linatin.(1,2,9) 
2.2.1.3 FYZIOLOGICKÉ A METABOLICKÉ ASPEKTY PYRIDOXINU 
Pyridoxalfosfát a pyridoxaminfosfát působí jako koenzymy (transaminázy, racemázy, 
dekarboxylázy) ve více neţ 50 enzymatických reakcích, zejména v metabolizmu 
aminokyselin, v centrálním nervovém systému působí jako koenzymy při syntéze biogenních 
aminů. [10].  
Spolu kyselinou listovou a vitamínem B12 sniţuje hladinu  homocysteinu, protoţe je 
součástí enzymu odbourávající homocystein v krvi. Homocystein je rizikový metabolit 
aminokyseliny methioninu. Při hromadění v krvi homocystein narušuje vnitřní výstelku cév  a 
spolu se zvýšenou hladinou cholesterolu je hlavním rizikovým faktorem při vzniku  
aterosklerozy. Ve formě pyridoxalfosfátu se podílí na uvolňování energie potřebnou pro 
svalovou činnost (odbourávání glykogenu v játrech na glukozu.[11,12]  
Dále ovlivňují biosyntézu porfyrinu a některé funkce v nervovém a imunitním 
systému.[10] Přeměňuje kyselinu linoleovou na arachidonovou a tím pomáhá při kontrole 
obezity. Účastní se Krebssova cyklu a v důsledku toho tvorby energie, metabolismu mastných 
kyselin, syntézy hemoglobinů a proteinů. Pyridoxin slouţí pravděpodobně jako ochrana 
genetické mutace buněk. Je důleţitý pro správný růst a rozmnoţování buněk v těle, protoţe je 
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nezbytný pro syntézu nukleových kyselin DNA a RNA. Pomáhá při udrţení rovnováhy 
sodíku a draslíku a tím reguluje tělní tekutiny. Působí proti epileptickým křečím. Podporuje 
uvolňování histaminu a tím působí pozitivně  při alergiích.[13] 
2.2.1.4 ZDROJE PYRIDOXINU V POTRAVINÁCH 
Vitamín B6 se nachází v širokém spektru potravin. Bohatým zdrojem potravin jsou 
potraviny ţivočišného původu (maso, masné výrobky, vnitřnosti, vaječný ţloutek).  Těchto 
potravinách se vyskytuje  zejména pyridoxal a pyridoxamin a to především  ve formě 
fosforečných esterů. V mase je např. hlavní sloţkou  pyridoxal-5-fosfát vázaný na různé 
bílkoviny, v menší míře se vyskytuje ve volné formě.. V mléce je naopak pouze asi 10 % 
vázaného vitamínu.  V potravinách rostlinného původu se vyskytuje hlavně pyridoxol a 
pyridoxal. Nejběţnější formou je 5ˇ-O- (beta-D-glukopyranosyl)pyridoxol, který v ovoci 
zelenině představuje 5-80 % celkového obsahu vitamínu. Dobrým zdrojem vitamínu jsou 
obiloviny. Vyšší obsah vitamínu mají celozrnné cerealní výrobky.[2,7,14]  
 
Tabulka č.1: Obsah pyridoxinu ve vybraných potravinách [15] 
potravina obsah pyridoxinu 
µg/100 g 
potravina 
obsah 
pyridoxinu 
µg/100 g 
vepřové maso 330–680 vejce čerstvá 22–48 
hovězí maso 230–320 brambory podzimní 160–250 
játra hovězí 600–710 hrách čerstvý 50–190 
játra vepřová 290–590 hrách sterilovaný 46 
Šunka 330–580 sojové boby 710–1200 
Treska 340 cibule 63 
sardinky konz. 280 mrkev syrová 120–220 
losos čerstvý 590 kukuřice ţlutá 360–570 
Mléko 
neporušené 
54–110 salát hlávkový 71 
mléko sušené 220–820 zelí 120–290 
Sýr 98–800 květák 20 
Pšeničná mouka 120–600 jablko 26 
Pšeničné klíčky 850–1600 jahody 44 
rýţe loupaná 340–450 banány 320 
chléb pšeničný 100 pomerančová šťáva 18–56 
2.2.1.5 ZTRÁTY PYRIDOXINU 
Důleţitým faktorem, který významně ovlivňuje konečnou koncentraci vitamínů v hotovém 
pokrmu, je obsah vitamínů v potravinářské surovině, ať ţivočišného nebo rostlinného původu.  
Významné ztráty obsahu vitamínů mohou vznikat jiţ při manipulacích předcházejících 
vlastnímu zpracování potravinářské suroviny, např. při sklizni, skladování a dopravě. Tepelné 
zpracování potravin je jedním z nejefektivnějších procesů pro ochranu potravin před 
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mikrobiologickým rozkladem a pro inaktivaci neţádoucích enzymů, ale má negativní vliv na 
retenci vitamínů v potravině.[16] 
Moţným nepříznivým změnám termolabilních sloţek potravin lze předejít účelnou volbou 
kombinací zahřívacích teplot a dob: poměrně velmi krátké a vysoké záhřevy denaturují 
vysokomolekulární bílkoviny mikrobů (a enzymů), kdeţto nízkomolekulární, cenné 
sloučeniny mohou zůstat ještě beze škody.[7] 
Vedle tepelného zpracování potravin se jejich údrţnost můţe významně prodlouţit 
sušením. Nové metody dehydratace, např. lyofilizace a extruze, představují, pokud jde o 
údrţnost vitamínů, mnohem šetrnější postupy neţ klasické sušení.[18,19] 
Zmrazování jako konzervační postup se hodí zejména pro maso, protoţe jeho vlivem zde 
nemusí dojít k významným a neţádoucím chemickým procesům a nízká teplota jen 
kvantitativně ovlivňuje běţné procesy zrání.[20] 
Další ztráty vitamínů v průmyslově vyrobených potravinářských produktech nastávají při 
skladování výrobků před distribucí do obchodní sítě.[21] 
V posledních letech byly prověřovány ztráty vitamínů při centralizované výrobě pokrmů a 
při různých způsobech uchovávání pokrmů před výdejem: chlazení, mrazení, pasterizace, 
udrţování v inertní atmosféře nebo proces „sous-vide“ [22]. 
 
Tabulka č. 2: Retence vitamínu B6 ve vybraných pokrmech [19] 
potravina 
retence vitamínu B6 
(%) 
hovězí maso pečené 50 
hovězí plátky opečené dušené 50 
kuře pečené 80 
vepřové maso pečené 85 
vepřové maso obalované 
smaţené 
65 
vepřové plátky opečené 
dušené 
50 
vepřové maso uzené pečené 85 
játra smaţená 60 
párky ohřívané 95 
vejce míchaná 95 
vejce vařená natvrdo 95 
mléko ohřívané 10 minut 90 
mouka, moučná jídla pečená 90 
rýţe bílá I natural vařená 90 
luštěniny vařené 75 min.  
zcezené 
65 
brambory pečené ve slupce 95 
brambory vařené ve slupce 95 
brambory oloupané vařené 95 
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brambory smaţené 95 
rajčata vařená, pečená 95 
zelenina listová vařená ve 
vodě 
85 
2.2.1.6 PROJEVY NEDOSTATKU A DENNÍ DÁVKA 
Při konzumaci běţné smíšené stravy, která obsahuje 1,2 aţ 2 mg pyridoxinu denně, nebyly 
u zdravých jedinců zjištěny ţádné známky deficitu vitamínu B6 [23,24].  
Poţadavek na příjem vitamínu B6 je závislý na mnoha faktorech. Pyridoxin hraje klíčovou 
roli v metabolizmu aminokyselin, proto se jeho denní dávka zvyšuje, jestliţe stoupá příjem 
bílkovin. Na 1 g doporučeného příjmu bílkovin při výpočtu doporučené dávky vitamínu B6 
připadá 0,020 mg pyridoxinu.[23,24]  
Výţivová doporučená dávka vitamínu B6/den pro průměrného obyvatele ČR činí 1,683 
mg.[25]  
Vědecké výzkumy říkají, ţe projevy nedostatku vitamínu B6 jsou viděny zřídka. Nicméně 
mnoho starších lidí mají nízký obsah vitamínu B6 v krvi, který můţe naznačit mezní nebo 
nevhodný nutriční stav vitamínu B6. Nedostatek vitamínu B6 se můţe vyskytovat u jedinců 
s méně kvalitní dietou, ve které schází mnoho ţivin. Příznaky se projeví po dlouhodobém 
nedostatku  vitamínu B6. Mohou se projevit  dermatitidy ( záněty pokoţky ), záněty jazyka, 
depresemi a křečemi. Dále můţe  nedostatek vitamínu B6 způsobovat chudokrevnost. Kaţdý 
z těchto symptomů můţe být projevem jiných obtíţí neţ je nedostatek vitamínu B6. Záleţí na 
posouzení lékařů [7,26,9]. 
Zvýšený příjem vitamínu B6 (1,9–2,0 mg /den) je doporučován pro těhotné a kojící ţeny. 
Některé léky, např. antikonvulziva, tuberkulostatika, estrogeny ve vysokých dávkách, 
antidepresiva a některá cytostatika, jestliţe jsou uţívány po delší dobu, mohou rovněţ 
vyţadovat zvýšený příjem pyridoxinu.[43]  
Preventivně by měli uţívat vyšší dávky vitamínu B6 s méně kvalitní stravou nebo 
s nedostatečným příjmem vitamínu B6.[27]  
Alkoholici a starší lidé jsou pravděpodobně skupinou obyvatel trpící nedostatkem vitamínu 
B6, jelikoţ mají jednotvárnou stravu. Alkohol také podporuje  rozklad a ztráty vitamínu B6 
v lidském těle. Astmatické děti léčeny medikamentem  theophylinem mohou  uţívat 
potravinové doplňky s vitamínem B6. Theophylin sniţuje mnoţství vitamínů B6 
v organismu.[28,29] 
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Tabulka č. 3: doporučené denní dávky vitamínu B6[27] 
pohlaví, věk 
množství 
(mg) 
muţi 11 - 14 let 1,6 
muţi 15 – 51+ let 2,0 
ţeny 11 - 14 let 1,3 
ţeny 15 - 18 let 1,5 
ţeny 19 – 51+ let 1,6 
těhotné a kojící 
ţeny 
2,2 
2.2.2 THIAMIN 
2.2.2.1 STRUKTURA, NÁZVOSLOVÍ A BIOCHEMIE 
Thiamin (vitamín B1, dříve také aneurin) obsahuje pyrimidinový cyklus (4-amino-2-
methyl-pyrimidin) spojený methylenovou skupinou na C-5 s dusíkem thiazolového cyklu 5-
(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazolu. Thiamin  se vyskytuje především jako volná látka a ve 
formě fosforečných esterů  monofosfátu, difosfátu (pyrofosfátu, tzv. kokarboxylasy) a 
trifosfátu.[2] 
 
 
 Thiamin 
Volný thiamin z potravy (estery thiaminu po předchozí hydrolýze) je esterifikován na 
thiamindifosfát v různých orgánech a ten je kofaktorem významných enzymů souvisejících 
především s metabolismem sacharidů a také aminokyselin (dekarboxylas, dehydrogenas, 
transketolas, karboligas aj.)[2] 
Thiamin je enzymem thiaminfosfotransferasou, který je přítomen v játrech a mozku 
přeměněn na aktivní formu vitamínu B1 thiamindifosfát. Thiamindifosfát je koenzym 
enzymových reakcí, při kterých je přemisťován aldehydový zbytek. Oxidativní dekarboxylace 
jsou důleţité v metabolismu sacharidů a aminokyselin.[42,45]  
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2.2.2.2 ZDROJE THIAMINU 
Vitamín B1 je nutnou součástí výţivy. Mnoţství potřebného vitamínu souvisí s mnoţstvím 
sacharidů (D-glukosy) přijímaných potravou, proto je na kaţdých  4200 kJ energie získané 
z cukru Světovou zdravotnickou organizací (WHO) doporučen příjem 0,4 – 0,6 mg thiaminu.  
Volný thiamin a jeho fosforečné estery se v se vyskytují ve všech potravinách, ale jen 
v některých ve vyšším mnoţství. Vyšší rostliny je syntetizují de novo, u ţivočichů dochází 
pouze k fosforylaci thiaminu přijatého potravou. V ţivočišných tkáních je 80 – 90 % vitamínu 
B1 přítomno ve formě thiamindifosfátu vázaného na bílkoviny. V obilovinách, luštěninách a 
ve všech semenech rostlin je nejčastější formou volný thiamin.[2,42]  
 
Tabulka č. 4: výskyt thiaminu [42] 
druh 
potravin 
thiamin 
mg/kg 
maso 
vepřové 
3,9 – 11,0 
maso hovězí 0,4 – 1,0 
ryby 0,6 – 1,7 
sýry 0,2 – 0,6 
brambory 0,5 – 1,8 
mouka 
pšeničná 
0,6 -  5,5 
droţdí 7,1 
2.2.2.3 STANOVENÍ THIAMINU 
Stanovení vitamínu B1 v potravinách metodou HPLC podle ČSN EN 14122. Stanovení je 
zaloţeno na oxidaci thiaminu v alkalickém prostředí mírnými oxidačními činidly 
(hexakyanoţelezitanem draselným) za vzniku  thiochromu, a to předkolonově nebo 
postkolonově. Oxidací dojde k uzavření kruhu mezi pyrimidinem a thiazolem přes 
methylenový můstek a aminoskupinu. Thiochrom je ţlutá krystalická látka s teplotou tání 220 
– 230 °C, rozpustná ve vodě, methanolu a ethanolu na silně modře fluoreskující roztoky. Má 
silně alkalický charakter, lze ji vytřepat do butanolu nebo pentanolu. Thiochrom se detekuje 
při 420 – 440 nm o exitační vlnové délce 365 – 375 nm. [46]  
2.2.3 NIACIN 
2.2.3.1 STRUKTURA,  NÁZVOSLOVÍ A BIOCHEMIE 
Niacin, dříve téţ nazývaný také PP faktor nebo vitamín PP, je společným označením pro 
nikotinovou kyselinu (3-pyridinkarboxylovou kyselinu) a její amid, nikotinamid. Obě 
sloučeniny mají stejnou biologickou účinnost.[2] 
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Niacin 
Nikotinamid je součástí nikotinamidadenindinukleotidu NAD a jeho fosforečného esteru 
NADP, které jsou kofaktory několika set různých enzymů. Oba kofaktory se účastní přenosu 
elektronů v respiračních systémech, kupříkladu ve většině reakcí Krebsova cyklu. Mnoho 
enzymů obsahujících  koenzym NAD nebo NADP se uplatňuje v metabolisme cukrů, tuků a 
bílkovin resp. aminokyselin Při biosyntéze a katabolismu těchto sloučenin vznikají různé 
deriváty niacinu.[2,42] 
2.2.3.2 ZDROJE NIACINU 
Kyselina nikotinová se nachází ve menším či větším mnoţství ve všech potravinách, 
většinou spolu s ostatními  vitamíny skupiny B. Největší podíl na pokrytí našich potřeb tímto 
vitamínem má maso a masné výrobky (víc neţ 40 %), cereální výrobky (asi 20 %), mléko a 
mléčné výrobky (10 %), brambory (10 %). Zbytek pokrývají  různé jiné potraviny.  
Nedostatek vitamínu tzv. pelagra se projevuje hlavně koţními chorobami, poruchami 
funkce trávicího ústrojí a později také mentálními poruchami (demencí). Některé deriváty 
pyridinu jsou antagonisty niacinu. Z látek vyskytujících se v potravinách to mohou být např. 3 
a 4-acetylpyridin, které vznikají v reakcích neenzymového hnědnutí.[2,42] 
 
Tabulka č. 5: výskyt niacinu[42] 
druh 
potravin 
niacin  
mg/100g 
hovězí maso 3,9 
vepřové 
maso 
4,9 
tuňák 8,5 
káva 50 
pšenice,  
ječmen 
5,8 
zelenina, 
ovoce 
2,0 
droţdí 24 
2.2.3.3 STANOVENÍ NIACINU 
Při HPLC stanovení nikotinové kyseliny a nikotinamidu v potravinách a krmivech se 
uplatňují rozdílné chromatografické systémy, ale nejvíce se pouţívá reverzní fáze, iontová 
párová chromatografie. Stanovení kyseliny nikotinové a nikotinamidu metodami HPLC bylo 
popsáno v cereáliích, fortifikovaných potravinách i krmivech. Jako iontový pár se pouţívá 
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heptansulfonová kyselina, dodecylsufonová kyselina a tetrabutylamoniumhydroxid, Pro 
separaci nikotinové kyseliny je vhodný jako iontový pár tetrabutylamoniumhydroxid a pro 
nikotinamid heptansulfonová kyselina. Za těchto podmínek dochází k separaci obou analytů 
na základní linii. Jako mobilní fáze se pouţívá methanol – voda (1+9) s přídavkem 5 – 10 mM 
iontového páru. Detekční limit obou analytů je 10 mg.kg-1. Všechny uvedené metody 
pouţívají k detekci UV detekci při 263 aţ 264 nm. Nejnovější způsob detekce niacinu je 
zaloţen na Königově reakci niacinu s kyanidem. Při detekci se pouţívá dvoustupňová 
postkolonová derivatizace chloraminem T a kyanidem draselným při 60 °C s UV detekcí při 
410 nm.[23]  
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2.3 VYSOKOÚČINNÁ KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE 
2.3.1 ZÁKLADNÍ PRINCIPY CHROMATOGRAFICKÉHO PROCESU 
Chromatografické metody jsou separační metody, které vyuţívají k dělení sloţek směsi 
mnohonásobného opakovaného vytváření rovnováţných stavů sloţek mezi dvěmi fyzikálně 
odlišnými fázemi. Jedna fáze je nepohyblivá (stacionární) a je umístěna v koloně  nebo 
v ploché vrstvě, druhá fáze unáší separované látky loţem stacionární fáze a je nazývána fází 
mobilní. Rovnováţné stavy se vytvářejí na základě různých fyzikálně-chemických interakcí 
mezi sloţkou a mobilní fází, sloţkou a stacionární fází  a také mobilní a stacionární fází. 
Mechanismus separace nám pak určují specifické vlastnosti stacionární fáze, jejichţ 
prostřednictvím dochází k interakci s dělenými látkami. Můţe to být absorpce, rozdělování, 
chemisorpce, sráţení síťový efekt, tvorba komplexů.[30] 
 Při dělení dochází k opakovanému transportu sloţek do stacionární fáze a zpět do fáze 
mobilní. Přitom se chromatografický systém natolik přiblíţí rovnováze, ţe distribuci sloţky 
mezi dvě fáze můţeme popsat distribuční konstantou. Interakce sloţky a chromatografických 
fází jsou určujícím faktorem pro rychlost migrace sloţky v chromatografickém systému. 
Rozdíly v rychlostech migrace potom umoţňují rozdělení sloţek .[31]  
Chromatografické metody je moţné třídit podle několika hledisek: prostorového 
uspořádaní, skupenství mobilní fáze a povahy separačního děje. Podle prostorového 
uspořádání rozlišujeme chromatografii sloupcovou (kolonovou) a plošnou. Při sloupcovém 
uspořádání je loţe (stacionární fáze) náplní chromatografické kolony. Materiál loţe je jemně 
zrnitý a velikost částicí a jejich uloţení v koloně musí být vysoce homogenní. Plošné 
uspořádání se pouţívá při planární chromatografii, kdy stacionární fáze bývá speciální 
filtrační papír nebo tenká vrstva sorbentu. Podle skupenství mobilní fáze rozlišujeme 
chromatografii kapalinovou a plynovou.[32]    
2.3.2 HPLC 
 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (High Performance Liguid Chromatography) je 
v praxi velmi rozšířená metoda, která umoţňuje analyzovat látky v rozmezí molekulových 
hmotností od sta do několika stovek tisíc.[32] 
 Mezi výhody patří zejména široká oblast pouţitelnosti: lze analyzovat ionty, látky polární 
i nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní i vysokomolekulární (80 % veškerých známých 
látek je moţné analyzovat metodou HPLC). Další výhodou je moţnost ovlivňovat separaci 
sloţením mobilní fáze, která na rozdíl od GC není inertní, ale významně se podílí na 
separaci.[33] 
Vyuţívá se proto k řešení širokého okruhu  problémů (dělení a identifikace látek ve směsi, 
kontrola čistoty preparátů, analýza tělních tekutin v klinické praxi atd.). Umoţňuje analýzu 
málo těkavých látek, termicky nestabilních látek a proto dokonale doplňuje plynovou 
chromatografii.[32]  
Stacionární fáze neboli sorbent je umístěna ve vrstvě v kolon. Můţe být tvořena 
částečkami pevné fáze nebo kapalinou fixovanou na vhodném nosiči. Jako mobilní fáze se 
pouţívá kapalné rozpouštědlo nebo směs více rozpouštědel.[31]  
Podle způsobu zavádění vzorku na kolonu a eluční síly pouţité mobilní fáze rozlišujeme tři 
techniky vyvíjení: frontální, vytěsňovací  a eluční chromatografii. V praxi se výlučně pouţívá 
eluční chromatografie, neboť při ní lze dosáhnout nejlepšího rozdělení jednotlivých sloţek. 
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Při frontální analýze se vzorek zavádí na kolonu kontinuálně, tj. rozpuštěn v mobilní fázi. 
Vytěsňovací chromatografická analýza se provádí zaváděním vzorku na kolonu 
diskontinuálně  a pouţívá se mobilní fáze se silnějšími sorbčními vlastnostmi vůči stacionární 
fázi neţ mají sloţky vzorku, takţe tyto jsou úplně vytěsňovány ze stacionární fáze a vycházejí 
z kolony před šelem silně se sorbující sloţky mobilní fáze.[31]  
Tato nejběţnější analytická chromatografická  technika. Směs látek, které  mají být 
rozděleny, se dávkuje do kolony a kontinuálně protékající mobilní fáze ji unáší kolonou, 
přičemţ se látky postupně rozdělí. Mobilní fáze je nazývána  téţ eluční činidlo čí eluent a 
schopnost vymývat látky z kolony eluční silou. Čím rychleji jsou vymývány látky z kolony 
tím má mobilní fáze vyšší eluční sílu. Látky lze eluovat mobilní fází o konstantním sloţení 
(izokratická eluce).Mění–li se sloţení mobilní fáze s časem, mluvíme o gradientové eluci 
.[31,33] 
2.3.3 CHROMATOGRAFIE NA REVERZNÍ FÁZI RP-HPLC 
Tento typ chromatografie, který vyuţívá nepolární stacionární fáze a polární mobilní fáze, 
představuje v současnosti aţ 80 % chromatografických aplikací. Touto technikou lze 
separovat nejrůznější typy látek, počínaje nepolárními uhlovodíky aţ po látky iontové 
povahy. Na obrácených fázích lze dosáhnout rovnováhy mnohem snadněji a rychleji neţ u 
polárních adsorbentů.[30]  
 Nejčastěji pouţívanou mobilní fází je voda, methanol a acetonitril. Stacionární fáze je 
tvořena řetězci osmnácti uhlíkových  zbytků navázaných na nosič (silikagel).[36] 
U běţných typů kolon na reverzní fázi se rozmezí pH pohybuje od 2 do 8. Při pouţití 
fosfátových pufrů pH 8 na normální i reverzní fázi, zejména v kombinaci za vyšší teploty 
však dochází k výraznému sníţení ţivotnosti kolony – dochází k rozpouštění nosiče - většinou 
silikagelu. Při pH < 2,5 dochází k hydrolýze silikagelu coţ se projevuje sníţením retenčního 
času a dochází ke sniţování ţivotnosti kolony. V tomto případě je lepší pouţití polymerních 
kolon nebo speciálních kolon určených k tomuto účelu. Při pH > 7,0 se silikagel začíná jiţ 
rozpouštět a dochází ke sníţení účinnosti kolony (vlivem zvýšení mrtvého objemu kolony), 
dochází ke sníţení retenčního času, zpětný tlak na koloně vzrůstá. V tomto případě je lepší 
pouţití polymerních kolon jak jiţ bylo uvedeno výše. V případě, ţe není polymerní kolonu 
moţné pouţít (např. z důvodu niţší účinnosti) je moţné pouţít tzv. presaturační kolonu k 
prodlouţení ţivotnosti analytické kolony. Presaturační kolona (Pre-Sat) se zařazuje mezi 
HPLC pumpu a nástřikové zařízení. Nejlepší řešení separace v oblastech pH < 2 a pH > 8 je 
pouţití polymerních fází, které jsou většinou kompatibilní v celém rozsahu pH. Nevýhodou 
polymerních fází je, ţe částečky obsahují mikropóry o velikosti asi 1 nm, coţ zabraňuje 
přenosu hmoty zejména malých molekul.[37] 
2.3.4 STACIONÁRNÍ A MOBILNÍ FÁZE 
Separace závisejí mimo jiné na vlastnostech stacionární fáze, na sloţení mobilní fáze. 
Rozhodující vliv na separaci při pouţití náplňových kolon má velikost uspořádanost částic. 
Vliv velikosti částic na  účinnost separace je patrný. Běţně se pouţívají částice velikost 5 aţ 
10 µm, ale v současnosti jsou dostupné komerční náplně s velikostí částic 2 µm i menšími. 
Dále vyplývá z teorie, ţe separace je účinnější tehdy, pokud mají částice pravidelný (kulový) 
tvar, jednotnou velikost a kolona je jimi homogenně naplněna. Tyto  stacionární fáze však 
mají i  své nevýhody: i při nejdokonalejším naplnění kolony zaujímají  částice jen asi 75 % 
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jejího objemu a v průběhu pouţívání se působením vysokých tlaků náplň sesedá a kolony se 
znehodnocují. [33] 
Kompaktnější zaplnění prostoru v koloně nabízejí monolitické stacionární fáze. Kolona je 
zcela vyplněna polymerem o definované provitosti, bud organického nebo anorganického 
původu, který se uvnitř kolony vytvoří vhodnou polymerační reakcí v roztoku. Monolitické 
kolony na bázi silikagelu se vyznačují vysokou porovitosti. Obsahují jednak mikropory (2 
µm), které umoţňují pouţívat vysoké průtoky ( aţ 9 ml. min-1 ), jednak mezopory (13 nm), 
které zase dodávají  náplni velký povrch pro interakci s analyty. Kvalita kolon se tak zlepší ve 
srovnání s náplňovými. Monolitické kolony se vyznačují velkou mechanickou stabilitou a 
odolností vůči změnám pH a velkou účinností separace i při velkých průtocích mobilní fáze. 
V praxi jsou však stále nejpouţívanější tradiční náplňové kolony. Při analytických aplikacích 
bývá délka kolony mezi 5 – 25 cm, průměr kolon několik milimetrů, objem vzorků 1-20 µl. 
Mobilní fáze se významně podílí na separačním procesu. Moţnosti změny sloţení mobilní 
fáze jsou prakticky neomezené a je vţdy jednodušší změnit sloţení mobilní fáze neţ pouţít 
jinou stacionární fázi. Sloţení mobilní fáze ovlivňujeme změnami rozpouštědel, pH, iontové 
síly, iontově párovými činidly atd. Mobilní fáze je především charakterizována polaritou a 
selektivitou. Polarita je schopnost rozpouštědla podílet se na polárních interakcích. Selektivita 
je definována jako relativní retence dvou sousedních látek. Vlastnosti mobilní fáze jsou 
důleţité z hlediska separace i detekce. Mobilní fáze by měla dávat v detektoru minimální 
signál, a tím umoţňovat co nejcitlivější detekci solutů. Viskozita, stlačitelnost, toxicita a 
hrana absorpce ultrafialového záření by měly být co nejniţší.[33] 
2.3.5 INSTRUMENTACE V HPLC 
Základní technické vybavení sestává z čerpadla, zařízení na dávkování vzorku, kolony, 
detektoru a vyhodnocovacího zařízení. Kvalita jednotlivých prvků můţe výrazně ovlivnit 
účinnost celého chromatografického systému. Čerpadlo musí zajišťovat konstantní průtok 
mobilní fáze s přesností lepší neţ 2 %.[34] 
Čerpadla musí být vysokotlaká (kolony s velikostí částic okolo 10 µm a menší kladou 
velký odpor a dosaţení  optimálních průtoků jsou nutné vysoké vstupní tlaky, aţ desítky 
MPa). Průtok musí být konstantní, reprodukovatelný a bezpulsní. Pro malé průtoky se 
pouţívají pístová čerpadla, coţ jsou v podstatě injekční stříkačky. Jejich výhodou je bezpulsní 
chod. Pro běţné analytické kolony se nejčastěji pouţívají pístová dvojčinná čerpadla. Jejich 
nevýhoda, pulsní chod, se kompenzuje pouţitím dvou nebo více čerpadel současně, přičemţ 
jejich písty se nepohybují rovnoměrně, ale parabolicky s časem a jejich účinnost je fázově 
posunuta. .[33] 
Všechny části čerpadla, které jsou v kontaktu s mobilní fází musí být zhotoveny 
z takových materiálů, aby nedocházelo ke kontaminaci mobilní fáze nebo ke korozi těchto 
částí. [34] 
K dávkování se pouţívá šesticestný kohout s dávkovací smyčkou. Při dávkování se nejprve 
naplní smyčka vzorkem a potom se kohout přepne do druhé polohy, kdy eluent protéká 
smyčkou  a unáší vzorek  do kolony. Šesticestný kohout můţe dávkovat vzorek aţ do tlaku 40 
MPa. Smyčky  naplňují z mikrostříkačky přesně odměřenými objemy a tak umoţňují nástřik 
libovolného mnoţství, aţ do plného objemu smyčky. Objem smyčky se pohybuje od desítek 
nanolitrů po mililitry.  
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Vysokoúčinné systémy vyţadují, aby spoje mezi dávkovací smyčkou a kolonou měly 
minimální objem.Kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli, avšak mohou být i 
skleněné či plastové. [33, 34] 
Při konstrukci kolon se většinou dává přednost rovným trubicím, jejichţ délka se pohybuje 
mezi 10-50 cm. Poměr průměrku délce se zachovává 1:20 aţ 1:100 a nejčastěji uţívané 
průměry jsou 2-6 mm. V některých případech se spojují dvě kolony v sérii za sebou. 
Nejbezpečnějším materiálem pro tlakové kolony je nerezová ocel a tvrzené sklo. U 
vysokoúčinných kolon je důleţité, aby jejich vnitřní průměr byl přesně stejný po celé délce a 
jejich vnitřní povrch zcela hladký, popř. leštěný. Sorbent, který je v koloně uloţen na fritě. 
Frita můţe být ze sintrovaného skla, nerezové oceli nebo porézního teflonu. Kolony se plní 
kulovými částicemi sorbetu. Z kolony je eluát veden do detektoru. [34] 
 
 
Obrázek č. 2: schéma kapalinové chromatografie(35) 
2.3.6 DETEKTORY 
Detektor je velmi důleţitým, ale také limitujícím prvkem v moderní kapalinové 
chromatografii. Kapalinová chromatografie nedisponuje tak univerzální a citlivou detekcí, 
jakou je plamenový ionizační detektor v plynové chromatografii. [34] 
Detektor by měl mít malý vnitřní objem, aby co nejméně přispíval k rozmytí elučních 
křivek. Signál detektoru by měl být stabilní a reprodukovatelný, lineárně závislý na 
koncentraci. Detekci se vyuţívá analytická vlastnost systému, která je ve známém a 
reprodukovatelném vztahu ke koncentraci analytu. Podle toho rozdělujeme detektory na 
univerzální nebo selektivní. Mezi běţné detektory pouţívané v HPLC patří 
spektrofotometrické, fluorometrické, elektrochemické, hmotnostní a refraktometrické. [33] 
2.3.6.1 FLUORESCENČNÍ DETEKTOR 
Fluorimetrické detektory jsou zaloţeny na principu fluorescence a měření sekundárního 
záření (emisního), které látka vydá po absorpci primárního elektromagnetického záření 
(excitačního). Doba trvání fotoluminiscence bývá u fluorescence 10-8 aţ 10-5 sekundy. 
Absorbcí elektromagnetického záření přecházejí molekuly látek ze základního singletového 
elektronového stavu (základní vibrační stav) do různých vibračních hladin excitovaného 
singletového elektronového stavu. Absorbovanou energii můţe excitovaná molekula opět 
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vyzářit jako fluorescenci nebo ji přeměnit zcela jiným mechanismem na energii vibrační nebo 
ji předat jiným molekulám. Ztrátou vibrační energie přejde molekula nejprve do základního 
vibračního stavu a pak emituje fluorescenční záření, které má stejnou vlnovou délku jako 
absorbované záření (rezonanční fluorescence) nebo častěji je vlnová délka emitovaného 
záření větší v důsledku vibrační relaxace. 
Fluorimetrické detektory moderní konstrukce umoţňují nastavit délku excitačního i 
emitovaného záření pouţitím monochromátoru, současně lze programovat tyto vlnové délky v 
průběhu eluce k dosaţení maximální citlivosti pro kaţdou separovanou látku.[47] 
 
 
Obrázek č. 3: fluorescenční detektor: 1. výbojka (xenonová nebo rtuťová), 2. exitační 
mříţka (monochromátor), 3.štěrbina, 4. průtoková cela, 5. mikročočky, 6. cut-off filtr, 7. 
emisní mříţka (monochromátor)[47] 
2.3.6.2 UV/VIS  DETEKTOR 
Spektrofotometrické detektory jsou zaloţeny na principu absorpce záření v oblasti 
vlnových délek od 190 do 800 nm. Kvantitativní vyhodnocení je zaloţeno na Lambert-
Beerově zákoně, který vyjadřuje vzájemný vztah mezi tloušťkou absorbující vrstvy (l), 
koncentrací absorbující sloţky (c) a vlastní velikostí absorpce, vyjádřenou jako absorbance 
(A): 
 
kde  je molární absorpční koeficient (l/mol/cm). Platnost Lambert-Beerova zákona je 
nutným předpokladem pro jakékoliv spektrofotometrické měření a ověřuje se nejběţněji 
vynesením funkční závislosti A = fce(c) při l = konst., coţ je ve spektrofotometrických 
detektorech jednoznačně splněno.[47] 
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Obrázek č. 4: detektor diodového pole (photodiode-array, PDA, DAD, 1. záření ze zdroje, 
2. štěrbina, 3. čočka, 4. clona, 5. měrná cela detektoru, 6. holografická mříţka, 7. 
fotodioda.[47] 
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2.4 STANOVENÍ PYRIDOXINU KAPALINOVOU CHROMATOGRAFIÍ 
2.4.1 STANOVENÍ VITAMÍNU B6 METODOU HPLC DLE ČSN  14663 
Tato norma specifikuje stanovení vitamínu B6 v potravinách technikou vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie. Vitamín B6 je definován jako hmotnostní koncentrace součtu 
pyridoxinu, pyridoxalu a pyridoxaminu včetně jejich fosforylovaných derivátů a rovněţ β -
glykosilovaných forem, vyjádřeno jako pyridoxin. 
Pyridoxal, pyridoxamin a pyridoxin jsou z potraviny extrahovány kyselou hydrolýzou a 
enzymaticky defosforylovány a deglykosilovány za pouţití kyselé fosfatázy a β -glukosidázy. 
Různé deriváty vitamínu B6 (pyridoxal, pyridoxamin a pyridoxin) jsou rozděleny metodou 
HPLC a kvantifikovány fluorometrickou detekcí. PM, PL a PN se identifikují porovnáním 
retenčních časů individuálních píků na chromatogramech roztoku vzorku s retenčními časy na 
chromatogramech roztoků standardů. Identifikace píků můţe být také provedena 
postkolonového posunutí pH na vyšší hodnoty, např. na pH = 6,6 za pouţití zařízení na 
postkolonovou deprivatizaci s průtokem postkolonového činidla 0,1 ml/min. Detekce je 
prováděna při exitaci 330 nm a emisi 390 nm.[38] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 26 
Tabulka č. 6: příklady vhodných HPLC podmínek pro stanovení sloučenin vitamínu B6 [38] 
separační kolona rozměry 
mm x mm teplota 
(°C) 
mobilní fáze průtok 
ml/min 
detekce 
(nm) 
EX  EM 
retenční čas 
(min) 
PM   PL   PN 
LUNA RP C18, 5 µm 250  x  4,0 30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l)   1,5 290  390 3,0    7,0   11,4     
LUNA RP C18, 5 µm 250  x  4,0 30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) a 
postkolonové činidlo: K2HPO4 (c = 0,15 mol/l) 
1,5 
0,5 
330  390  2,4    6,9   11,2   
LUNA RP C18, 5 µm 250  x  4,0 30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) 1,5 290  390   3,0    7,9   13,0 
AQUA C18, 5 µm 
Precolumm RP C18 5 µm 
250  x  4,6 
4,0   x  3,0 
30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) 2,0 
1,5 
290  390   2,2    4,7    6,4 
  2,7    5,4    6,9  
LiChrosper 60 RP C8 
Select B, 5 µm 
250  x  4,0 30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l),  
0 min to 14 min B: Methanol, 14 min to 21 min  
3,0 290  390   2,5    4,8    6,1   
Nucleosil 120 C18, 5 µm 
Předkolona: RP C18 
250  x  4,0 20 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) 2,0 290  390   2,0    4,9    7,0 
LUNA RP C18, 5 µm 250  x  4,0 30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) 2,0 290  390   2,5    6,3    9,2 
LUNA RP C18, 5 µm 250  x  4,0 30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) 2,0 290  390   2,8    6,5   11,8 
LUNA RP C18, 5 µm 250  x  4,0 30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) 2,0 290  390   2,8    6,9   11,4 
Soherisorb 80 ODS-2,     
5 µm 
250  x  4,6 
 
30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) 2,0 290  390   5,5  10,4   16,1  
LUNA RP C18, 5 µm 250  x  4,0 30 H2SO4 (c = 0,015 mol/l) obsahující TCA(c = 0,005mol/l) 
a postkolonové činidlo: K2HPO4 (c = 0,15 mol/l) 
    1,0 
0,5 
330 390 6,9  17,9   28,4   
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2.4.2 STANOVENÍ VITAMÍNU B6 
Kvantifikace vitamínu v potravinách je komplikována výskytem tohoto vitamínu ve velmi 
nízké koncentraci v šesti rozdílných formách pyridoxinu. Kromě základní triády pyridoxinu 
jsou přítomny i estery ve vázané formě. Všechny fosfáty jsou stabilní v alkalickém prostředí, 
ale v kyselém se snadno hydrolyzují. Pouţitím kyseliny chlorovodíkové a sírové jako 
extrakčního činidla za vysokého tlaku (v autoklávu)  je vhodné pouze ke stanovení trády 
pyridoxinu. K extrakci všech forem vitamerů se pouţívá kyselina chloristá nebo 
sulfosalicylová. Nevýhodou kyseliny sulfosalicylové je nízká hodnota výtěţnosti a 
interference při stanovení s fluorescenční detekcí. Pouţití enzymatické hydrolýzy vede rovněţ 
ke zvýšení obsahu vitamerů při jejich stanovení v přírodním materiálu. 
K separaci vitamerů se můţe pouţít iontová chromatografie. Nevýhodou této techniky je 
pouţití gradientu pH mobilní fáze, která je pro rutinní analýzu málo reprodukovatelná, vysoká 
koncentrace pufrů (0,4M chlorid sodný, 0,5M fosfátové pufry) – dochází ke krystalizaci 
těchto pufrů v systému, kapacitní faktory vitamerů jsou příliš vysoké. Všechny tyto nevýhody 
lze odstranit pouţitím reverzní fáze nebo iontové párové chromatografie.[39]  
Stanovení vitamínu B6  potravinách, krmivech dalším biologickém materiálu.  Metody pro 
kvantifikaci vitamínu se mohou  dělit na dvě části, extrakční metodu a HPLC separaci a 
detekci. Metoda je pouţitelná na široké druhy potravin a krmiv. Vzorek je extrahován, 
odváţená část je závislá na předpokládaném obsahu vitamínu B6. Koncentrace vitamínu B6 
v extraktu byla mezi 0,05 a 2,0 pg/ml. Celková část vzorku byla přibliţně naváţena v rozmezí 
0,1 – 5,0 g a rozpuštěna v 100 ml  odměrné baňce a smíchána s 25 ml 5 % TCA a 1 ml 4-
DOP. Suspenze je intenzivně míchána podobu 30 minut. Dále se vzorek převede do 50 ml 
uzavíratelné zkumavky a je centrifugován po dobu 10 min při 2000 g. Po centrifugami a 
filtraci následuje defosforylace. 3 ml kaţdého extraktu byly přeneseny  do 1,6 mm x 100 mm 
zkumavek a zředěny 0,4 ml 4M octanem sodným  (pufr) zkumavka se promíchá, dále se do 
zkumavky přidá Taka-diastása (200 mg/ml) 0,1 ml. Zkumavky se nechají inkubovat ve vodní 
lázni o teplotě 10 °C po dobu tří hodin. Zkumavky se kaţdých třicet minut promíchají. 
Učelem enzymatického ošetření bylo přeměnit PLP a PMP na PL a PM. Zkumavky byly 
temperovány a teplotu okolního prostředí a 1,5 ml 16,5 % TCA bylo přidáno ke sraţenině 
Taka-Diastasového proteinu. Po centrifugami, která trvala 10 min při 2000g. Následně byl 
zakalený extrakt filtrován skrz membránu o velikosti porů  0,45 pm. HPLC analýza byla 
uskutečněna vstříknutím 50 pl vzorku do ODS Hypersil kolony pouţitím automatického 
injektoru. Mobilní fáze byla sloţena z 5 % methanolu, 1,25 mM octansulfonové kyseliny,  0,1 
M KH2PO4  a pH mobilní fáze bylo 2,15, při průtoku 1,2 ml/min. Byl pouţit fluorescenční 
detektor o exitační vlnové délce 333 nm a emisní vlnové délce 373 nm.[40] 
Pro nově pouţívané granulované preparáty obsahující isonidazid a pyridoxin hydrochorid 
byla vyvinuta metoda stanovení HPLC. K měření se pouţíval chromatograf Millihrom 2 a UV 
detektor. Kolonou Separon C18 protéká mobilní fáze o sloţení acetonitril a 0,5 %  NaH2PO4 
v poměru 60:40, pH bylo upraveno na hodnotu 2,5 pomocí orthofoforečné kyseliny. Průtok 
byl nastaven na 50 µl/min. Detekce byla uskutečněna při 280 nm. [41] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 SKLO, POMŮCKY, PŘÍSTROJE 
 ultrazvuková lázeň Kraintek s.r.o., Podhajská, Slovenská republika 
 běţné laboratorní sklo 
 injekční stříkačka 
 lednička Amica Fresh line, Amica Commerce s.r.o Praha, Česká republika 
 přístroj na přípravu deionizované vody Watrex, Watrex Praha, s.r.o., Praha, Česká 
republika 
 pH-metr MPH 372, Monokrystaly, Trutnov, Česká republika  
 magnetická míchačka Lavat, Lavat a.s., Chotutice, Česká republika 
 mikropipeta 
 membránové filtry o velikosti porů  0,45 µm Labicom s.r.o., Praha, Česká 
republika 
 stojan 
 filtrační papír 
 třepačka 
 analytické váhy  AND GR-202-EC, San Jose, USA 
 vodní lázeň 
 třepačka Yellow line, TTS 2, IKA® Werke GmbH, Staufen, Německo 
3.2 CHEMIKÁLIE 
Všechny pouţité chemikálie jsou p.a. a HPLC čistoty 
 deionozovaná voda  
 kyselina sírová, Lachema, Neratovice, Česká republika  
 kyselina chlorovodíková, Penta, Praha, Česká republika 
 hydroxid sodný, Penta, Praha, Česká republika 
 methanol, Riedel-de Haen, Seelze, Německo 
 dihydrogenfosforečnan sodný, Lachema  Brno, Česká republika 
 kyselina orthofosforečná, Lachema, Neratovice Česká republika 
 kyselina nikotinová, Serva, Heidelberg, Německo 
 riboflavin, Serva, Heidelberg, Německo 
 pantothenát vápenatý, Sigma Chemical, St. Louis, USA 
 biotin, Sigma-Aldrich, Steinhein, Německo 
 glukosoxidása, Sigma-Aldrich, Steinhein, Německo 
 fosfatása, Sigma-Aldrich, Steinhein, Německo 
 octan sodný, Lachema, Brno, Česká republika 
3.3 PŘÍPRAVA ROZTOKŮ 
Příprava 0,1M roztoku HCl 
10,31 ml 30 % kyseliny chlorovodíkové bylo převedeno do 1000 ml odměrné baňky a 
doplněno deionizovanou vodou po rysku. 
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Příprava standardního roztoku vitamínu B6 
V  odměrné baňce na 100 ml se rozpustilo deionizovanou vodou 0,0608 g pyridoxin 
hydrochloridu  a doplnilo se po rysku deionizovanou vodou. 
Příprava standardního roztoku vitamínu B1 
V  odměrné baňce na 100 ml se rozpustilo 0,01 g thiaminu v deionizované vodě a doplnilo 
se po rysku deionizovanou vodou. 
Příprava standardního roztoku kyseliny nikotinové 
 V  odměrné baňce na 100 ml se rozpustilo 0,0553 g niacinu v deionizované vodě a 
doplnilo se po rysku deionizovanou vodou. 
Příprava mobilní fáze  
3,9 g NaH2PO4 2H2O bylo rozpuštěno deionizovanou vodou a doplněno na objem 1000 ml 
deionizovanou vodou a okyseleno kyselinou orthofoforečnou na pH = 2,5. 
Příprava roztoku kyselé fosfatázy 
V kádince se rozpustilo 30 mg kyselé fosfatázy v 5 ml, vody roztok byl míchán po dobu 
dvou minut. 
Příprava roztoku β-glukosidázy 
V kádince se rozpustilo 50 mg β-glukosidázy v 5 ml vody, roztok byl míchán po dobu 
dvou minut. 
3.4 VZORKY PRO HPLC ANALÝZU 
3.4.1 TABLETY 
 Pyridoxin Léčiva 
Přípravek se pouţívá na doporučení lékaře u dospělých, mladistvých i dětí při prevenci a 
léčení stavů spojených s nedostatkem vitaminu B6. 
 
Účinná látka: Pyridoxini hydrochloridum (Vitamín B6) 20 mg v 1 tabletě. 
Pomocné látky: Laktóza, kukuřičný škrob, ţelatina, mastek, stearan hlinitý, dihydrát 
edetanu disodného. 
Upozornění: Dlouhodobé uţívání vysokých denních dávek pyridoxinu můţe poškodit 
nervový systém, coţ se projeví nervovou nevyrovnaností, brněním a neobratností končetin. 
Výrobce: Zentiva, a.s. 
B-Komplex Zentiva 
. B-komplex Zentiva je určen pro dospělé a děti starší 3 let věku při nedostatku vitamínů 
skupiny B.  
 
Účinné látky: vitamín B1 (thiamin) 2 mg, vitamín B2 (riboflavin) 2 mg, vitamín B6  
(pyridoxin) 1 mg, niacin (vitamín PP) 20 mg, kyselina pantothenová (vitamín B5) 3 mg v 1 
tabletě. 
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 Pomocné látky: sacharosa, laktosa, kukuřičný škrob, talek (protispékavá látka), oxid 
titaničitý (barvivo), ţelatina, včelí vosk bílý (lešticí látka), oxid křemičitý (protispékavá 
látka), karboxymethylcelulosa (stabilizátor), karnaubský vosk (lešticí látka); chinolinová ţluť, 
ţluť SY, azorubin, Ponceau 4R, čerň BN (barviva). 
Upozornění: nepouţívejte jako náhradu pestré stravy! Uchovávejte v suchu při teplotě 10–
25 °C v dobře uzavřeném obalu. 
Výrobce: Zentiva, a.s. 
B-Komplex Forte 
 Obsahuje ucelený komplex 8 vitamínů řady B. 
 
Účinné látky: pyridoxin hydrochlorid – B6 12,2 mg, thiamin mononitrát – B1 11,2 mg, 
riboflavin - B2 10,2 mg, nikotinamid 50,0 mg, panthothenan vápenatý 40,0 mg, kyselina 
listová 400 ug, Biotin 30 ug, kyanokobalamin 10 ug. 
Pomocné látky: pomocné látky výrobce na svých stánkách neuvádí. 
Výrobce: RosenPharma a.s. 
3.4.2 IONTOVÉ NÁPOJE 
Ionto Drink vitamin  
Vhodné při zvýšené tělesné zátěţi. IontoDrink Vitamin podporuje práci imunitního 
systému. Dorovnává hladiny důleţitých minerálů a vitamínů. 
Sloţení: dextróza, směs vitamínů, kyselina citronová, fruktóza, pomerančové aroma, 
citronové aroma, náhradní sladidla aspartam a acesulfam K, chlorid draselný KCl, chlorid 
hořečnatý MgCl2, bílkoviny 0,5 g, sacharidy 44,5 g, tuk 0g, sodík Na 250 mg, draslík K 150 
mg, hořčík Mg 120 mg, L-karnitin báze 500 mg, Taurin 1500 mg,  
 vitamín B6 0,29 mg, vitamín B1 0,21 mg, nikotinamid 2,13 mg. Uvedené mnoţství je pro 
100g směsi.  
Energetická hodnota 720 kJ  
Výrobce: Vitalmax s.r.o  
For  Aktive ion drink 
je instantní nápoj určený pro přípravu regeneračního nápoje s vyváţeným obsahem 
nejdůleţitějších aminokyselin, minerálů, vitamínů a dalších povzbuzujících látek. Je zvlášť 
vhodný k doplnění uvedených důleţitých látek po fyzické zátěţi, kdy má tělo těchto látek 
nedostatek. 
 
Sloţení: L-glutamin 2083,3 mg, L-leucin 2083,3 mg, L-isoleucin 833,3 mg, L-valin 1 
250,0 mg, L-karnitin tartrát 333,3 mg, taurin 2500,0 mg, glycin 1666,7 mg, schisandra 
chinensis extrakt 66,7 mg, zelený čaj extrakt 83,3 mg, polyfenoly 37,5 mg, vitamín B1 2,4 
mg, vitamín B2 2,7 mg, vitamín B3 30,0 mg, vitamín B5 9,9 mg, vitamín B6 2,3 mg, vitamín 
B12 1,7 µg, kyselina listová 333,3 µg, biotin 250,0 µg, vitamín E 16,7 mg,  vitamín C 100,0 
mg, sodík (sodné ionty) 418,5 mg, draslík (draselné ionty) 431,9 mg,  hořčík (hořečnaté ionty) 
249,6 mg, vápník (vápenaté ionty) 110,8 mg, chloridy 877,7 mg,  fosfor (fosforečnany) 90,6 
mg. Uvedené mnoţství je pro 100g směsi. 
Výrobce: Nutriproduct s.r.o.   
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3.4.3 DĚTSKÉ MULTIVITAMÍNOVÉ NÁPOJE  
Jednalo se o výrobky  Ricky multivitamín od firmy Rickertsen Reinbet Německo, Figo 
multivitamín od firmy Maspex Czech s.r.o, BonyKids multivitamín od firmy Veseta s.r.o, 
Capri-Sonna multivitamín od firmy Kofola a.s.  
Všechny výrobky měly shodný obsah vitamínu B6 0,3 mg/100ml a podobné sloţení jako 
Figo multivitamín 
sloţení deklarované výrobcem: voda, cukr (glukózo-fruktózový sirup), koncentráty 
z jablka, pomeranče, hroznové víno, regulátor kyselosti E 330 (kyselina citrónová), 
konzervanty E E202 (sorban draselný), E211 (benzoan sodný), E242 (dimethylkarbonát), 
stabilizátory E410 (karubin), E440 (pektiny), přírodní a přírodně identická aromata 
z pomeranče, citrónu,mandarinky, manga, ananasu, meruňky, jablka, broskve. 
3.4.4 PIVA 
Pivo je tradičním a populárním nápojem. Je však i nápojem alkoholickým. Kromě alkoholu 
pivo ovšem obsahuje přibliţně 2000 dalších látek. 
Analýze bylo podrobeno 8 vzorků piv, které byly rozděleny do 4 skupin po dvou.  
Jednalo se o piva nealkoholická, jejichţ obsah alkoholu je zákonem stanoven max. do 0,5 
procenta objemu: Analyzovány byly Radegast Birell, který vyrábí Plzeňský Prazdroj a.s. a 
Staropramen nealko od výrobce Pivovary Staropramen a.s. 
Do další skupiny byla vybrána piva se níţeným obsahem cukrů a nízkou energetickou 
hodnotou, které splňují nároky na zdravý ţivotní styl. Při zachování chuťových vlastností  je 
sníţen obsah zatěţujících sacharidů, bílkovin a vyuţitelné energie. Díky svému sloţení jsou 
vhodná pro diabetiky. K analýze byly vybrány značky Gambrinus dia a Staropramen dia od 
výrobců Plzeňský Prazdroj a.s. a Pivovary Staropramen a.s. 
Třetí skupinou piv, které byly analyzovány jsou  světlé leţáky  a to Starobrněnský světlý 
leţák a Velkopopovický kozel. Od výrobců Starobrno a.s. a Plzeňský Prazdroj a.s.  
Závěrečnou skupinou která byla podrobena analýze jsou světlá výčepní piva z národního 
podniku Budějovický Budvar a pivovaru Krušovice a.s. 
3.4.5 SLADY 
Slad je jedna ze základních surovin pro výrobu piva a whisky. Světlý slad je 
charakteristický příznivým extraktem a dostatečnou enzymatickou silou, s nízkou barvou, 
slouţící k výrobě světlého, lehkého a speciálního piva. Pro snadné zpracování ve varně je 
nutné dokonalé zcukření rmutu, snadné zcezování sladiny a nízká barva sladiny po povaření. 
Obsah vody v hotovém sladu okolo 4 %. K analýze byly dodány Výzkumným ústavem 
pivovarsko-sladařským tři druhy světlých sladů z roku 2007 jednalo se o odrůdy Calgary, 
Ebson, Blaník. 
3.5 PŘÍPRAVA VZORKŮ PRO HPLC ANALÝZU 
Tablety 
Jednotlivé druhy tablet byly rozpuštěny v různých objemech v závislosti na koncentraci 
vitamínu v dané tabletě  10 (25, 50) ml deionizované vody a vloţeny do ultrazvukové lázně 
po dobu 5 minut. Roztok  byl přefiltrován a následně vloţen do autosamleru. 
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Iontové nápoje 
 Iontové nápoje byly rozpuštěny v deionizované vodě nebo rovno odplyněny pokud byly 
v kapalném stavu. Následně byly odplyněny v ultrazvukové lázni po dobu  10 minut. Dále se 
přefiltrovaly přes mikrofiltr o velikosti porů  45 µm. Zfiltrovaný roztok se převedl do vialky a 
vloţil do autosampleru. 
Dětské multivitamínové nápoje 
Jednotlivé nápoje byly odplyněny v ultrazvukové lázni po dobu 10 minut, následně byly 
přefiltrovány a vloţeny do autosampleru. 
Piva 
Z jednotlivých druhů piv bylo odebráno 10 ml a vloţeno do ultrazvukové lázně, kde došlo 
k odplynění. Následně byl roztok přefiltrován a převeden do vialky a vloţen do autosampleru . 
Slady 
Do konické baňky o objemu 150  ml se naváţilo 2,956 g homogenizovaného zkušebního 
vzorku sladu a přidalo se 50 ml roztoku 0,1 mol/l kyseliny chlorovodíkové, promíchalo se a 
zkontrolovalo se za je pH přibliţně 1. Baňka se zahřívala 30 min ve vodní lázni při 120 °C, 
následně se ochladila na laboratorní teplotu a převedla se do odměrné baňky na 100 ml, 
doplnila se vodou do 100 ml a obsah se promíchal. 
Alikvotní podíl ( přibliţně 50 ml) roztoku vzorku upraveného kyselinou se přefiltroval přes 
suchý skládaný filtr. 
Do konické baňky o objemu 20 ml se pipetovalo 12,5 ml roztoku extraktu vzorku a pH se 
upravilo na 4,8 roztokem octanu sodného. Přidal se  1 ml roztok kyselé fosfatázy a 1 ml 
roztoku   β-glukosiázy a roztok se promíchal. Baňka se uzavřela a roztok se inkuboval 16 
hodin při pokojové teplotě za stálého míchání. 
Po inkubaci se pH roztoku upravilo na hodnotu 3 pomocí roztoku kyseliny sírové, roztok 
se kvantitativně převedl do odměrné baňky na 20 ml a doplnil po značku vodou. Promíchal 
se, přefiltroval se přes suchý skládaný filtrační papír a prvních 5 ml filtrátu se vylilo do 
odpadu. Zfiltrovaný roztok vzorku můţe být skladován do tří dnů v chladničce. 
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3.6 CHROMATOGRAFICKÝ SEPARAČNÍ SYSTÉM SHIMADZU 
Kapalinový chromatograf 
Pro měření standardů vitamínu B6, byl pouţit chromatograf Shimadzu, který se skládá 
z gradientového čerpadla Shimadzu GT-104 a FCV- 10Al, Shimadzu column oven  CTO-
10A, komunikačního modulu Shimadzu CBM-10A a počítače s operačním systémem Class-
LC10/M10A, version 1.6. 
Chromatografická kolona 
Pro separaci byla pouţita kolona XBridgeTM C18 o velikosti částic 3,5 µm a rozměrech 
kolony 3,0 mm x 150 mm firmy Waters. Kolona XBridge obsahuje hybridní částice, které  
jsou sloţeny jak z anorganických (silika) tak organických (organosiloxany) komponent. 
V koloně XBridge je organická komponenta 1,2-bis(siloxy)ethan (O3SiCH2CH2SiO3). 
Mobilní fáze 
Pro eluci vitamínů byla pouţita binární směs methanolu a dihydrogenfosforečnanu 
sodného, který byl upraven na pH = 2,5 kyselinou orthofoforečnou. Obě sloţky mobilní fáze 
byly před analýzou i během ní odplyňovány. Při analýze byl pouţit gradient mobilní fáze. 
Časový profil gradientu znázorňuje gradientová tabulka. 
 
Tabulka č. 7: gradientová tabulka 
čas (min) MeOH  (%) NaH2PO4 (%) 
0,0 1,0 99,0 
1,0 12,0 88,0 
1,1 30,0 70,0 
 Po skončení analytické cyklu byla kolona promývána methanolem po dobu 30 minut.  
Detektor 
K detekci byl pouţit fluorescenční detektor typu Shimadzu RF-551. Zdrojem záření je 
xenonová lampa s dvojí monochromatickou mříţkou pro výběr exitační a emisní vlnovou 
délku. Pro pyridoxin byla nastavena exitační vlnová délka  290 nm a emisní vlnová délka 390 
nm. 
Chromatografické podmínky 
Průtok:  0,5 ml/min 
Tlak: 160 atm 
Teplota: 27 °C 
Kolona: XBridge
TM
  
Doba analýzy: 10 minut 
Detektor: fluorescenční λem/λex = 290/390 nm 
Dávkovaný objem: 10 µl 
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3.7 CHROMATOGRAFICKÝ SEPARAČNÍ SYSTÉM SPECTRASYSTEM 
Kapalinový chromatograf 
Pro měření standardů a vzorků, byl pouţit chromatograf SpectraSystem, který se skládá 
z gradientového čerpadla SpectraSystem P400, autosampleru SpectraSystem AS 3000, řídící 
jednotky SpectraSystem SN 4000 a počítače s programem ChromQuest verze 2.5. 
Chromatografická kolona 
Pro separaci byla pouţity kolony XBridgeTM C18 o velikosti částic 3,5 µm a rozměrech 
kolony 3,0 mm x 150 mm  a XTerra
TM
  RP18  o velikosti částic 3,5 μm, rozměrech kolony 3,0 
mm x 150 mm, která je vybavena předkolonou. Obě kolony vyrobila firma Waters. 
Mobilní fáze 
Pro eluci vitamínů byla pouţita binární směs methanolu a dihydrogenfosforečnanu 
sodného, který byl upraven na pH = 2,5 kyselinou orthofoforečnou. Obě sloţky mobilní fáze 
byly před analýzou i během ní odplyňovány. Při analýze byl pouţit gradient mobilní fáze. 
Časový profil gradientu znázorňuje gradientová tabulka. 
 
 
Tabulka č. 8: gradientová tabulka 
čas (min) MeOH  (%) NaH2PO4 (%) 
0,0 1 99 
1,0 12 88 
1,1 30 70 
Po skončení analytické cyklu byla kolona promývána methanolem po dobu 30 minut. 
Detektor 
K detekci  pyridoxinu, thiaminu a niacinu byl pouţit UV detektor  UV 6000. 
Chromatografické podmínky 
Průtok:  0,5 ml/min 
Tlak: 198 Bar 
Teplota: 27°C 
Kolona: XBridge
TM
, XTerra
TM
 
Doba analýzy: 10 minut 
Detektor: UV λ = 220 nm 
Dávkovaný objem: 5 µl 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
Náplní práce bylo zavést metodu stanovení vitamínu B6, respektive vitamínů skupiny B 
thiaminu, pyridoxinu a kyseliny nikotinové. Srovnat UV-VIS detekci a detekci fluorescenční. 
Srovnat  různé kolony. 
4.1 TESTOVÁNÍ KOLONY XTERRA, CHROMATOGRAF SPECTASYSTEM 
Na kapalinovém chromatografu značky SpectraSystem s UV detekcí byly proměřeny 
standardy thiaminu, pyridoxinu, kyseliny nikotinové a vzorky potravinových doplňků. 
K měření byla pouţita kolona XTerra,  podmínky analýzy a sloţení mobilní fáze jsou 
uvedeny v kapitole 3.7 
Chromatogramy byly vyhodnoceny podle vzorce. 
 
mA
cVA
c
st
stv  
Vzorec č. 1: výpočet koncentrace  
kde: 
 AV – plocha píku stanovované látky měřeného roztoku  
 Ast – plocha píku vnějšího standardu 
 m – naváţka vzorku [g] 
 cst – koncentrace vnějšího standardu v  [mg.l
-1
] 
 V – konečný objem ředění naváţky [ml] 
4.1.1 MĚŘENÍ STANDARDU 
Pro potřeby vyhodnocení obsahu jednotlivých vitamínů ve vzorcích byly analyzovány 
standardní roztoky sledovaných vitamínů. Na základě studia pouţité literatury (38,46) byly 
zvoleny koncentrace standardů uvedené v tabulce č.9. 
Na obrázcích č. 5 – 7 jsou uvedeny záznamy analýzy  standardů thiaminu, pyridoxinu a 
kyseliny nikotinové. 
Obrázek č.8 znázorňuje záznam analýzy směsného standardu thiaminu, pyridoxinu a 
kyseliny nikotinové. 
 
Tabulka č. 9: koncentrace standardů 
vitamín koncentrace 
(mg/l) 
thiamin 109 
pyridoxin 603 
kyselina 
nikotinová 
557 
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Obrázek č. 5: chromatogram standardu thiaminu  
[min.]
Time 
0 2 4 6 8 10
[(V)]
V
o
lt
a
g
e
 
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
pyridoxin
  
 
 
Obrázek č. 6: chromatogram standardu pyridoxinu 
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Obrázek č. 7: chromatogram   standardu kyseliny nikotinové (K.N) 
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Obrázek č. 8: chromatogram analýzy směsného standardu thiaminu, pyridoxinu a kyseliny 
nikotinové 
 
Rozlišení je vyjádření míry kvality separace dvou sousedních elučních křivek. Rozlišení 
mezi jednotlivými vitamíny se počítalo pomocí vzorce: 
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12
2,1
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tt
R RR  
Vzorec č. 2: výpočet rozlišení 
 
kde: 
 tR1 – retenční čas sloţky 1 [min] 
 tR2 – retenční čas sloţky 2 [min] 
 Y1 – odpovídající šířka píku na úrovni nulové linie 
 Y2 – odpovídající šířka píku na úrovni nulové linie 
 
Rozlišení mezi píky thiaminu a pyridoxinu mělo hodnotu 7,3 a mezi píky   kyseliny 
nikotinové a pyridoxinu hodnotu 2,4. 
4.1.2 ANALÝZY POTRAVINOVÝCH DOPLŇKŮ 
Potravinové doplňky, které byly analyzovány: Pyridoxin Léčiva, B-komplex Zentiva a B-
komplex Forte. Obsah jednotlivých vitamínu byl deklarován výrobcem. U potravního doplňku 
Pyridoxin Zentiva byl obsah účinné látky vypočítán podle vzorce uvedeného v kapitole 4.1. U 
zbylých chromatogramů byl vyhodnocen pouze thiamin. Pyridoxin a kyselina nikotinová 
nebyly vyhodnocovány, jelikoţ mají společný pík z důvodů blízkých retenčních časů. 
Deklarované a naměřené hodnoty s odchylkami měření jsou uvedeny v tabulkách č.10 – 12  
Obrázky č. 9 – 11 uvádějí záznamy analýz uvedených potravinových doplňků. 
 
Tabulka č. 10: pyridoxin, Zentiva     
název B6 (mg v 1 
tabletě) 
deklarovaná 
B6 (mg v 1 tabletě) 
naměřená 
odchylka měření 
(%) 
Pyridoxin Zentiva 20,0 19,1 - 4,5 
[min.]
Time 
0 2 4 6 8 10
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Obrázek č. 9: chromatogram analýzy tablety  pyridoxin léčiva 
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Tabulka č. 11: B-komplex, Zentiva 
vitamín (mg v 1 
tabletě) 
deklarovaná 
(mg v 1 
tabletě) 
naměřená 
odchylka měření 
(%) 
Thiamin 2,0 2,8 + 30,6 
Pyridoxi
n 
1,0 x x 
Nikotina
mid 
20,0 x x 
[min.]
Time 
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Obrázek č.10: Chromatogram analýzy tablety B-komplex, Zentiva 
 
Tabulka č. 12: B-komplex, Forte 
vitam
ín 
(mg v 1 
tabletě) 
deklarovaná 
(mg v 1 
tabletě) 
naměřená 
odchylka měření 
(%) 
thiami
n 
11,2 9,6 - 14,1 
pyrido
xin 
12,2 x x 
niacin 50,0 x x 
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Obrázek č. 11: chromatogram analýzy tablety B-komplex, Forte 
 
Odchylky od deklarovaných hodnot u tablet Pyridoxin Léčiva byla do 5 %, coţ lze 
povaţovat za tolerovatelnou odchylku např. vzhledem k pouţité UV-VIS detekci, která není 
pro tento typ sloučenin optimálně citlivá. Odchylka v případě analýzy B-komplexu Zentiva je 
30 %. Takto velká odchylka je zřejmě způsobena koelucí nějaké minoritní sloţky obsaţené 
v tabletě. Odchylka v případě analýzy tablety B-komplex Forte je téměř 15 %, coţ je méně 
tolerovatelná odchylka, která je pravděpodobně způsobena pouţitou UV-VIS detekcí.  
Píky pyridoxinu (TR = 2,6 min) a kyseliny nikotinové (TR = 2,8 min) měly v tomto 
separačním systému velmi podobné retenční časy. Při analýze směsného standardu, který 
obsahoval mnohem niţší koncentrace jednotlivých vitamínů neţ analyzované tablety, došlo 
k oddělení píků kyseliny nikotinové a pyridoxinu. aţ na základní linii, rozlišení R obou píků 
bylo 2,4. V tabletách byl zřejmě obsah vitamínů vyšší neţ ve standardech (píky byly širší) a 
v důsledku nedostatečného rozlišení oba píky splynuly ve směsný pík. Proto bylo nezbytné 
změnit separační systém. Změna kolony byla nejjednodušším řešením tohoto systému.  
4.2 TESTOVÁNÍ KOLONY XBRIDGE, SPECTRA SYSTEM 
Na kapalinovém chromatografu značky SpectraSystem s UV detekcí byly proměřeny 
standardy jednotlivých vitamínů (thiamin, pyridoxin, kyselina nikotinová). K měření byla 
pouţita kolona XBridge, mobilní fáze a podmínky analýzy jsou uvedeny v kapitole 3.6 
Byly analyzovány tablety potravinových doplňků, iontové nápoje, dětské multivitamínové 
nápoje, různé druhy sladu a piv. Obsah vitamínů v jednotlivých vzorcích byl vyhodnocen 
podle vzorce uvedeného v kapitole 4.1 
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4.2.1 MĚŘENÍ STANDARDU 
Pro potřeby vyhodnocení obsahu jednotlivých vitamínů ve vzorcích byly analyzovány 
standardní roztoky sledovaných vitamínů. Na základě studia pouţité literatury (38,46)  byly 
zvoleny koncentrace standardů uvedené v tabulce č.13 
Obrázky č.12 – 14 uvádějí záznamy standardů.thiaminu, pyridoxinu a kyseliny nikotinové. 
Na obrázku č.15 je záznam analýzy směsného standardního roztoku všech tří vitamínů. 
 
Tabulka č. 13:  koncentrace standardů 
vitamín koncentrace 
(mg/l) 
thiamin 102 
pyridoxin 608 
kyselina 
nikotinová 
552 
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Obrázek č. 12: chromatogram analýzy  standardu thiaminu 
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Obrázek č. 13: chromatogram analýzy  standardu pyridoxinu 
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Obrázek č. 14: chromatogram analýzy  standardu kyseliny nikotinové (K.N) 
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Obrázek č. 15: chromatogram analýzy  směsného standardu thiaminu, pyridoxinu a  
kyseliny nikotinové 
 
Pouţitím kolony XBridge došlo k celkovému prodlouţení retenčních časů píků všech tří 
vitamínů. Celková doba analýzy standardů se prodlouţila jen přibliţně o 1 minutu, coţ je 
akceptovatelné prodlouţení. 
Porovnáním obrázků chromatogramů směsných standardů č.8 a č.15 lze zjistit, ţe v novém 
chromatografickém systému s kolonou XBridge došlo k záměně píků kyseliny nikotinové a 
pyridoxinu. Na koloně XTerra byla jako druhý pík eluována kyseliny nikotinová, která je na 
koloně XBridge aţ třetí. Pík pyridoxinu se na koloně XBridge posunul na druhé místo.  
Z obrázku je patrné, ţe rozlišení zejména druhého a třetího píku se záměnou kolony 
podstatně zlepšilo. Rozlišení se počítalo pomocí vzorce 2 v kapitole 4.1.1 a bylo vypočteno 
mezi píky thiaminu a pyridoxinu 9,16 a mezi píky pyridoxinu a kyseliny nikotinové 4,6.  
4.2.2 POTRAVINOVÉ DOPLŇKY 
Nový separační systém s kolonou XBridge byl ověřen na reálných vzorcích. Byly 
analyzovány 3 druhy tablet s různým obsahem vitamínů, který byl vţdy deklarován 
výrobcem: Pyridoxin Léčiva,  B-Komplex od firmy Zentiva  a B-komplex  Forte od firmy 
Rosen Pharma. 
V tabulce č.14 – 16 jsou uvedeny deklarované a naměřené hodnoty jednotlivých vitamínů. 
Posledním sloupci tabulek je uvedena odchylka naměřené hodnoty od deklarované.  
Obrázky č. 16 -18 znázorňují záznamy analyzovaných  tablet 
 
Tabulka č. 14: Pyridoxin Zentiva 
název B6 (mg v 1 
tabletě) 
deklarovaná 
B6 (mg v 1  tabletě) 
naměřená 
odchylka měření 
(%) 
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Pyridoxin Zentiva 20,0 19,2 - 4,2 
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Obrázek č. 16: chromatogram analýzy tablety  pyridoxin Zentiva 
Tabulka č. 15: B-komplex, Zentiva 
vitamín (mg v 1 tabletě) 
deklarovaná 
(mg v 1tabletě) 
naměřená 
odchylka od deklarované hodnoty (%) 
thiamin 2,0 2,4 + 16,7 
pyridoxi
n 
1,0 1,2 + 19,6 
nikotina
mid 
20,0 x x 
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Obrázek č. 17: chromatogram analýzy tablety B-komplex, Zentiva 
 
Tabulka č.16: B-komplex, Forte 
vitamí
n 
(mg v 1 tabletě) 
deklarovaná 
(mg v 1 tabletě) 
naměřená 
odchylka od deklarované hodnoty (%) 
Thiam
in 
11,2 10,9 - 3,5 
Pyrido
xin 
12,2 11,6 - 4,9 
Niacin 50,0 x x 
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Obrázek č.18: Chromatogram analýzy tablety B-komplex, Forte 
 
Odchylka od deklarovaných hodnot v případě tablety Pyridoxin léčiva, byla do 5 %, coţ 
lze povaţovat za tolerovatelnou odchylku, která byla pravděpodobně způsobena pouţitou 
detekcí,  stejná odchylka do 5 % byla zjištěna u tablety B-komplex Forte. Analýza tablety B-
komplex, Zentiva vykazovala odchylku téměř 20 %, která byla pravděpodobně způsobena 
koelucí jiných látek v tabletě obsaţených s příslušnými vitamíny.   
4.2.3 IONTOVÉ NÁPOJE 
Byly analyzovány 2 druhy iontových nápojů od různých výrobců s rozdílným obsahem 
pyridoxinu. Iontodrink Vitamin liquid, který vyrábí firma Vitalmax s.r.o a ForActive ion 
drink od firmy Nutriproduct s.r.o.  
Deklarované a naměřené hodnoty pyridoxinu společně s odchylkou měření jsou uvedeny 
v tabulce č.17.  
Na obrázcích č. 19 a 20 jsou záznamy analýzy iontových nápojů. 
 
Tabulka č. 17: obsah pyridoxinu v iontových nápojích 
název B6 
(mg/kg) 
deklarov
aná 
B6 
(mg/kg) 
naměře
ná 
odchylka měření 
(%) 
Iontodrink 
Vitamin 
2,9 3,0 + 3,3 
ForActive ion 
drink 
23,1 24,1 + 3,7 
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Obrázek č. 19: chromatogram analýzy nápoje  Iontodrink Vitamin 
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Obrázek č. 20: chromatogram analýzy nápoje ForRestar drink 
 
Odchylky stanovení pyridoxinu v iontových nápojích byly do 4 % od hodnot uvedených 
výrobcem. 
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4.2.4 DĚTSKÉ MULTIVITAMÍNOVÉ NÁPOJE 
Analyzované vzorky, byly převáţně určeny pro děti. Analyzovány byly čtyři vzorky, které 
měly shodně deklarovaný  obsah pyridoxinu. Jednalo se o výrobky  Ricky multivitamín od 
firmy Rickertsen Reinbet Německo, Figo multivitamín od firmy Maspex Czech s.r.o, 
BonyKids multivitamín od firmy Veseta s.r.o, Capri-Sonna multivitamín od firmy Kofola a.s. 
Veškeré údaje o deklarovaném a naměřeném mnoţství se nachází v tabulce č. 18. 
Obrázky č. 21 – 24 uvádějí záznamy analýz uvedených v dětských multivitamínových 
nápojích. 
 
 
Tabulka č. 18: obsah pyridoxinu v multivitamínech 
název 
nápoje 
B6 (mg/l) 
deklarov
aná 
B6 
(mg/l) 
naměř
ená 
odchylka měření 
(%) 
Ricky 3,0 2,9 - 4,3 
Figo 3,0 3,2 + 6,2 
BonyKids 3,0 3,2 + 6,2 
Capri-
Sonne 
3,0 2,2 - 27,6 
[min.]
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Obrázek č.21: chromatogram analýzy nápoje multivitamínu Ricky 
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Obrázek č. 22: chromatogram analýzy nápoje  multivitamínu Figo 
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Obrázek č. 23: chromatogram analýzy nápoje multivitamínu BonyKids 
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Obrázek č. 24: chromatogram analýzy nápoje  multivitamínu Capry-Sonne 
 
Odchylky měření prvních třech dětských multivitamínových nápojů ( Ricky, Figo, 
BonyKids) jsou do 5 %. U posledního analyzovaného dětského multivitamínového  nápoje ( 
Capri-Sonne). byla odchylka - 27,6 %. Vzhledem k tomu, ţe jde o zápornou odchylku, tzn. 
dětský nápoj obsahoval menší mnoţství pyridoxinu neţ je deklarováno výrobcem, nelze 
vyloučit, ţe šlo v tomto případě o technologickou nekázeň. 
 
4.2.5 PIVA 
Na kapalinovém chromatografu SpectraSystem s UV detekcí byly analyzovány různé 
druhy piv s nedeklarovaným obsahem pyridoxinu. Piva byla rozdělena po dvou do čtyř 
kategorií - piva se sníţeným obsahem cukru (dia) , světlé výčepní (10°), světlý leţák (12°)  a 
nealkoholická piva. Analyzována byla pouze piva vyrobená ze světlých sladů. V tabulkách č. 
19 – 22 jsou uvedeny obsahy pyridoxinu v jednotlivých značkách. 
Obrázky č. 25 aţ 32 uvádějí záznamy analýz jednotlivých druhů piv.     
 
Tabulka č. 19: obsah pyridoxinu v dia pivech 
značka B6 
(mg/l) 
Gambrin
us 
0,11 
Staropra
men 
0,15 
 
 52 
[min.]
Time 
0 2 4 6 8 10
[(V)]
V
o
lt
a
g
e
 
0,00
0,05
0,10
0,15
pyridoxin
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek č. 25: chromatogram analýzy piva Gambrinus dia 
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Obrázek č. 26: chromatogram analýzy piva Staropramen dia 
 
Tabulka č. 20: obsah pyridoxinu v nealkoholických pivech 
značka B6 
(mg/l) 
Radegast 0,07 
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Obrázek č. 27: chromatogram analýzy piva  Radegast nealko 
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Obrázek č. 28: chromatogram analýzy piva  Staropramen nealko 
 
Tabulka č. 21: obsah pyridoxinu v leţácích 
značk
a 
B6 
(mg/l) 
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Obrázek č. 29: chromatogram analýzy piva Starobrno leţák 
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Obrázek č. 30: chromatogram analýzy piva  Kozel leţák 
 
Tabulka č. 22: obsah pyridoxinu ve výčepních pivech 
značk B6 
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Obrázek č. 31: chromatogram analýzy piva Budvar výčepní 
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Obrázek č. 32: chromatogram analýzy piva  Krušovice výčepní 
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Obsahy pyridoxinu v jednotlivých pivech se pohybují v rozmezí 0,05 mg/l u piva 
Staropramen nealko aţ po hodnotu 0,24 mg/l, která byla zjištěna u piva Velkopopovický 
Kozel leţák. Nalezené hodnoty obsahu pyridoxinu v analyzovaných pivech jsou ve shodě 
s literaturou. 
4.2.6 SLADY 
Na kapalinovém chromatografu SpectraSystem s UV detekcí byly analyzovány tři druhy 
sladů, odrůdy: Calgary, Ebson, Blaník, rok sklizně 2007.. Ve vzorcích sladu byl stanoven  
obsah pouze pyridoxinu. Protoţe slad je přírodní matrice, obsahuje pyridoxin jako součást 
enzymů. Z této komplikované matrice byl vitamín uvolněn enzymatickou cestou, viz kapitola 
3.5 
V tabulce č. 23 jsou uvedeny jednotlivé odrůdy a obsah pyridoxinu. 
Obrázky č. 33 – 35 uvádějí záznam analýzy jednotlivých druhů sladu. 
 
Tabulka č. 23: obsah pyridoxinu ve sladu 
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Obrázek č. 33 chromatogram analýzy sladu Calgary 
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Obrázek č. 34: chromatogram analýzy sladu Ebson 
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Obrázek č. 35: chromatogram analýzy sladu  Blaník 
 
Obsah vitamínu B6 v analyzovaných sladech se pohyboval od 0,2 do 0,3 mg/kg. Obsah 
pyridoxinu je niţší neţ uvádí literatura, coţ můţe být způsobeno stářím sladu. 
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4.3 KOMBINACE FLUORESCENČNÍHO DETEKTORU A KOLONY XBRIDGE 
Ke stanovení vitamínů skupiny B se obvykle pouţívá fluorescenční detektor, který je ve 
srovnání s UV-VIS detektorem pro tento typ sloučenin výhodnější, citlivější. Proto byly 
některé vzorky analyzovány také s vyuţitím fluorescenční detekce. 
Vzorky byly analyzovány na chromatografu Shimadzu s fluorescenčním detektorem. 
K ověření píku pyridoxinu u piv a sladů byl pouţit standardní přídavek, který výrazně zvětšil 
daný pík. Chromatogramy byly vyhodnocovány podle vzorce uvedeného v kapitole 4.1 
4.3.1 MĚŘENÍ STANDARDU 
Pro potřeby vyhodnocení obsahu jednotlivých vitaminů ve vzorcích piva a sladu byl 
analyzován standardní roztok pyridoxinu. Koncentrace standardu byla 3 mg/l. 
Na obrázku č.36 je uveden záznam analýzy standardu pyridoxinu. 
 
Obrázek č. 36: chromatogram standardu pyridoxinu 
4.3.2 PIVA 
Byly analyzovány 4 druhy  piv. Krušovice světlé výčepní, Starobrno světlý leţák, Kozel 
světlý leţák, Staropramen se sníţeným obsahem cukru (dia).  
V tabulce č. 24 je uveden obsah pyridoxinu v analyzovaných pivech, dále  jsou v tabulce 
uvedeny  retenční časy a retenční časy s přídavkem pyridoxinu. 
Pro ilustraci provedených analýz jsou uvedeny chromatogramy piva Starobrno leţák bez 
přídavku a s přídavkem pyridoxinu. 
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Tabulka č. 24: obsah pyridoxinu a srovnání retenčních časů  
značka piva B6 
(mg/l) 
TR 
(min) 
TR přídavku 
(min) 
Krušovice 
výčepní 
0,24 5,1 5,1 
Starobrno leţák 0,38 5,1 5,1 
Kozel leţák 0,41 5,0 5,2 
Staropramen 
dia 
0,14 5,0 5,1 
 
Starobrno ležák 
 
 
Obrázek č. 37: chromatogram analýzy piva  Starobrno leţák 
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Obrázek č. 38: Chromatogram Starobrno leţák s přídavkem pyridoxinu 
4.3.3 SLADY 
Byly analyzovány tři druhy sladů ze sklizně roku 2007: odrůdy  Calgary, Ebson, Blaník. 
V tabulce č. 25 jsou uvedeny obsahy pyridoxinu u jednotlivých sladů, retenční časy sladů a 
retenční časy sladů s přídavkem pyridoxinu. 
Pro ilustraci provedených analýz jsou uvedeny chromatogramy sladu Blaník bez přídavku 
a s přídavkem pyridoxinu. 
 
Tabulka č. 25: obsah pyridoxinu a srovnání retenčních časů  
slad B6 
(mg/kg) 
TR 
(min) 
TR přídavku 
(min) 
Calg
ary 
0,2 5,4 5,4 
Ebs
on 
0,2 5,4 5,4 
Blan
ík 
0,2 5,4 5,4 
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Blaník 
 
 
Obrázek č. 39: chromatogram analýzy sladu Blaník 
 
 
 
 
 
Obrázek č. 40: chromatogram analýzy sladu Blaník s  přídavkem pyridoxinu 
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4.4 POROVNÁNÍ KOLON XTERRA A XBRIDGE 
 
Ke stanovování potravinových doplňků byly pouţity dvě chromatografické kolony 
informace o kolonách jsou uvedeny v kapitole 3.7. Srovnávány byly výsledky analýz na obou 
kolonách analyzovány byli tři druhy tablet: Pyridoxin Léčiva, B-komplex Zentiva a B-
komplex Forte.  
V tabulkách č. 26, 27, 28 jsou uvedeny naměřené hodnoty na kolonách Xterra a XBridge a 
deklarovaná hodnota výrobcem 
Na obrázcích č. 51 – 53 jsou grafy mnoţství pyridoxinu a thiaminu analyzovaného 
kolonami XTerra a XBridge 
 
Tabulka č. 26:  obsah pyridoxinu naměřený na  kolonách Xterra a XBridge 
název B6 (mg/1 tableta) 
naměřená XTerra 
B6 (mg/1 tableta) 
naměřená XBridge 
B6 (mg/1 
tableta) 
deklarovaná 
Pyridoxin 
Léčiva 
19,1 19,2 20,0 
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Obrázek č.  41: graf mnoţství pyridoxinu analyzovaného kolonami XTerra a XBridge 
 
Tabulka č. 27: obsah thiaminu naměřený na  kolonách Xterra a XBridge 
název B1 (mg/1 tableta) 
naměřená XTerra 
B1 (mg/1 tableta) 
naměřená XBridge 
B1 (mg/1 tableta) 
deklarovaná 
B-komplex, 
Zentiva 
2,8 2,4 2,0 
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Obrázek č. 42: graf mnoţství thiaminu analyzovaného kolonami XTerra a XBridge 
 
Tabulka č. 28: obsah thiaminu naměřený na  kolonách Xterra a XBridge 
název B1 (mg/1 
tableta) 
naměřená 
XTerra 
B1 (mg/1 
tableta) 
naměřená 
XBridge 
B1 (mg/1 
tableta) 
deklarovaná 
B-komplex, 
Forte 
9,6 10,9 11,2 
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Obrázek č. 43: graf mnoţství thiaminu analyzovaného kolonami XTerra a XBridge 
 
 Výsledky dosaţené na koloně XBridge byly u všech tří analyzovaných vzorků  blíţe 
deklarované hodnotě, neţ dosaţené výsledky na koloně XTerra. Detekce, pouţité přístroje a 
metoda stanovení pyridoxinu a thiaminu byly stejné, coţ naznačuje ţe kolona XBridge je 
vhodnější pro stanovení výše uvedených vitamínů. 
4.5 SROVNÁNÍ UV-VIS A FLUORESCENČNI DETEKCE 
Obsah pyridoxinu ve vzorcích piva a sladu byl detekován dvěmi rozdílnými přístroji, které 
pracují na různých principech. Porovnávány byly obsahy pyridoxinu u čtyřech vzorků piva a 
třech vzorků sladu. 
4.5.1 PIVA 
Porovnávány byly obsahy pyridoxinu u čtyřech druhů piv: Kozel světlý leţák, Starobrno 
světlý leţák, Krušovice světlé výčepní a Staropramen dia. 
V tabulce č. 29 jsou uvedeny obsahy pyridoxinu detekovány UV-VIS detekcí a 
fluorescenční detekcí. 
Obrázky č. 44 a 45 znázorňují porovnání obou detekcí. 
  
Tabulka č. 29: obsah pyridoxinu detekovaný UV-VIS a fluorescenční detekcí 
značka B6 (mg/l) 
UV detekce 
B6 (mg/l) 
fluorescenční detekce 
Kozel leţák 0,24 0,41 
Starobrno leţák 0,23 0,38 
Krušovice výčepní 0,18 0,24 
Staropramen dia 0,15 0,14 
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Obrázek č. 44: srovnání obou detekcí 1. UV-VIS detekce 2. fluorescenční detekce 
 
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
p
y
ri
d
o
x
in
 (
m
g
/l
)
1 2 3 4
UV-VIS detekce flurescenční detekce
 
Obrázek č. 45: srovnání  detekcí 1. Kozel 12°, 2. Starobrno 12°, 3. Krušovice 10°,    
4.Staropramen dia 
 
U piva se níţeným obsahem cukru (Staropramen dia) bylo dosaţeno téměř stejných 
výsledků. U ostatních vzorků byly naměřeny vyšší hodnoty fluorescenšní detekcí.  
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4.5.2 SLADY 
Porovnávány byly obsahy pyridoxinu u třech druhů sladu: Calgary, Ebson, Blaník  
V tabulce č. 30 jsou uvedeny obsahy pyridoxinu u jednotlivých odrůd, detekovány UV-
VIS detektorem a fluorescenčním detektorem. 
Obrázky č. 46 a 47 znázorňují porovnání obou detekcí. 
 
Tabulka č. 30: obsah pyridoxinu detekovaný UV-VIS a fluorescenční detekcí 
odrůda B6 (mg/kg) 
UV detekce 
B6 (mg/kg) 
fluorescenční detekce 
Calgary 0,2 0,2 
Ebson 0,2 0,2 
Blaník 0,3 0,2 
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Obrázek č. 46: srovnání obou detekcí 1. UV-VIS detekce 2. fluorescenční detekce 
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Obrázek č. 47: srovnání obou detekcí 1. Calgary, 2. Ebson, 3. Blaník 
 
Jak vyplývá z obrázků č. 46, 47  v případě odrůd Calgary a Ebson dosahovaly obě 
porovnávané detekce shodných výsledků v případě odrůdy Blaník byla hodnota naměřená 
UV-VIS detektorem o jednu desetinu vyšší, coţ mohlo být zapříčiněno koelucí některé jiné 
sloţky sladu se stanovovaným vitamínem.   
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5 ZÁVĚR 
V rámci diplomové práce byly shromáţděny informace o třech vitamínech skupiny B. 
Jednalo se o pyridoxin, thiamin a kyselinu nikotinovou. 
Cílem diplomové práce bylo zavést metodu stanovení pyridoxinu, případně dalších 
vitamínů skupiny B, kapalinovou chromatografií v potravinářských výrobcích a surovinách.  
Celá diplomová práce byla rozdělena do dvou oddílů. V prvním byly v jedné analýze 
současně stanovovány 3 vitamíny skupiny B, thiamin, pyridoxin a kyselina nikotinová. Pro 
tato stanovení byly testovány 2 kolony. Ve druhém oddíle bylo srovnáváno stanovení 
pyridoxinu v pivech a sladech za pouţití kolony XBridge a dvou různých typů detektorů , 
UV-VIS a fluorescenčním. Analýzy byly prováděny na dvou kapalinových chromatografech.  
Potravinářskými výrobky byly zvoleny dětské multivitamínové nápoje, piva, 
potravinářskou surovinou byl slad. Dále byly analyzovány potravinové doplňky, tři druhy 
tablet s deklarovaným mnoţstvím stanovovaných vitamínů a dva iontové nápoje, u nichţ byl 
obsah vitamínů také znám. 
Příprava vzorků byla celkem rychlá a jednoduchá, záleţelo na skupenství vzorku pokud 
byl kapalný odplynil se, přefiltroval a mohl se analyzovat v případě tuhého vzorku přibylo 
ještě rozpouštění. Pouze u sladů bylo nutno enzymaticky uvolnit pyridoxin. Poustup byl 
veden v souladu s normou (14663) aţ na výjimky, ţe baňka se nezahřívala v autoklávu, ale ve 
vodní lázni a teplota inkubace byla o 10 °C niţší neţ uvádí norma. 
 
Po prostudování aplikační literatury byla jako první, výchozí kolona zvolena XTerra. 
V chromatografickém systému tvořeném touto kolonou a gradientem mobilní fáze methanol a 
kyseliny fosforečná analyzovány vzorky tablet (Pyridoxin Léčiva, B-komplex Zentiva a B-
komplex Forte). V těchto matricích byly stanovovány současně 3 vitamíny skupiny B: 
thiamin, pyridoxin a kyselina nikotinová. Analyty byly detekovány UV-VIS detektorem. 
Vzhledem k nedostatečnému rozlišení píků jednotlivých vitamínů byla změněna kolona. 
Dále byla testována kolona XBridge. Na této koloně bylo dosaţeno podstatně lepšího 
rozlišení všech tří stanovovaných vitamínů. Rozlišení na koloně XBridge bylo mezi píky 
tiaminu a pyridoxinu 9,1 a mezi píky pyridoxinu a kyseliny nikotinové 4,6.  Proto byla kolona 
XBridge pouţita ke všem dalším analýzám. 
Nejdříve byly na koloně XBridge analyzovány vitamínové tablety pro srovnání se stejnými 
analýzami provedenými na koloně XTerra. Stanovené obsahy vitamínů se více blíţily 
deklarovaným hodnotám neţ tytéţ stanovené na koloně XTerra. 
Dále byly na této koloně analyzovány tyto typy vzorků: iontové nápoje, dětské 
multivitamínové nápoje, piva a slady. 
Ke stanovení vitamínů skupiny B se obvykle pouţívá fluorescenční detektor, který je ve 
srovnání s UV-VIS detektorem pro tento typ sloučenin výhodnější, citlivější. Proto byly 
vzorky piva a sladu analyzovány s vyuţitím jednak fluorescenční detekce a jednak detekce 
UV-VIS. V těchto vzorcích byl stanovován pouze pyridoxin, protoţe ten se před 
fluorescenčním stanovením nemusí derivatizovat na trozdíl od thiaminu. 
Dvojí detekcí byly stanoveny 4 vzorky piva a 3 vzorky sladů. Hodnoty obsahu pyridoxinu 
v pivech byly ve třech případech vyšší neţ u neţ u stanovení pyridoxinu UV detekcí. To můţe 
být způsobeno vyšší citlivostí fluorescenčního detektoru. Analyzované odrůdy sladu 
obsahovaly shodně 0,2 mg/kg, respektive 0,3 mg/kg pyridoxinu bez ohledu na typ detekce. 
Zavedená metoda stanovení pyridoxinu, respektive thiaminu a kyseliny nikotinové s UV 
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detekcí disponuje krátkou dobou analýzy, nízkými náklady na stanovení (zejména pokud se 
stanovují všechny 3 vitamíny současně) a minimální přípravou vzorku k analýze. Lze ji 
doporučit ke stanovení volných forem uvedených vitamínů v jednoduchých potravinářských 
výrobcích. Vázané formy vitamínů se uvolňují rozdílnými enzymy a postupy, proto je vhodné 
je stanovovat samostatně a za pouţití fluorescenční detekce. 
Pro praktické vyuţívání zavedené metody je nutná ještě její validace. To můţe být 
tématem další diplomové práce. 
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7 SEZNAM  POUŽITÝCH  ZKRATEK  A  SYMBOLŮ 
DNA – deoxyribonukleová kyselina 
RNA – ribonukleová kyseliny 
ČR – česká republika 
WHO – světová zdravotnická organizace 
HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
RP-HPLC – vysokoučinná kapalinová chromatografie na reverzní fázi 
ČSN –  česká státní norma 
EN – evropská norma 
GC – plynová chromatografie 
NAD – nikotinamidadenindinukleotid 
NADP – nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
PM – pyridoxamin 
PL – pyridoxal 
PN – pyridoxin 
